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DE 198 82 943 TT 

Geschlechtsspezifische Befmchtung von Saugetieren mit einer 
geringen Anzahl von Spermazellen 



I. TECHNISCHES GEBIET 

Diese Erfmdung bezieht sich im allgemeinen auf das Gebiet der Ge- 
schlechtsauswahl des Nachwuchses von Saugetieren. Sie ist speziell rele- 
vant fur die Aspekte von niedrig dosierter kunstlicher Befmchtung und von 
gesteigerter Produktion von Eiern, urn den Nachwuchs mit dem gewtinsch- 
ten Geschlecht zu erzeugen. Besonders betrifft die Erfmdung die Erziehung 
von geschlechtsspezifischer kunstlicher Befmchtung mit niedriger Dosie- 
rung unbeachtlich der Sortierungstechnik, Systeme fur die Sortierung von 
Sperma mittels FluBzytometrie fur geschlechtsspezifische- und Niedrigdo- 
siemngsversuche zur ktinstlichen Befmchtung und Techniken zur Erzie- 
hung gesteigerter Ovulationsergebnisse und ahnliches 

II. HINTERGRUND 

Seit langer Zeit hat es den Wunsch nach der Auswahl des Geschlechts von 
spezifischem Nachwuchs gegeben. Neben offensichtlichen psychologischen 
Aspekten hat die tatsachliche Geschlechtsauswahl an Saugetiernachkom- 
men signifikante wirtscbaftliche Konsequenzen, wenn man ihre Anwen- 
dung auf nahrungsmittelproduzierende Tiere wie Vieh und auch auf gefei- 
erten Trophaentiere wie Pferden usw. bedenkt. Dieser starke Wunsch hat zu 
einer signifikanten Breite von Versuchen zur Erzeugung von Nachkommen 
mit vorausgewahltem Geschlecht gefuhrt. Die Versuche, diewahrscheinlich 
am ehesten als geeignet erschien, um das gewunschte Ergebnis zu erzielen, 
waren Versuche zur Sortierung und Auswahl zwischen X- und Y-Spermien 
vor der Befmchtung. 

Eine der Herausforderungen, die den Versuch der Sortierung von X- und Y- 
Spermien betroffen hat, ist die sehr groBe Anzahl Spermien, die dabei be- 
teiligt sind. Bei der naturlichen Befmchtung werden Spermien in einigen 
Spezies im Milliardenbereich produziert; bei der ktinstlichen Befmchtung 
sind es weniger, aber es wird immer noch eine signifikant sehr hohe Anzahl 
von Spermien benutzt. Zum Beispiel werden bei ktinstlichen Befruch- 
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tungstechniken im allgemeinen 10 Millionen bis 500 Millionen Spermien 
(in Abhangigkeit von der Art) verwendet. Daher ist eine signifikante An- 
zahl von Spermien sogar in einer kiinstlichen Befruchtungsumgebung not- 
wendig. 

Viele Methoden sind ausprobiert worden, urn die Trennung von X- und Y- 
chromosomhaltigem Sperma zu erreichen. Diese Methoden reichten von 
magnetischen Techniken wie in U.S. Patent Nr. 4276139 offenbart, iiber 
Saulentechniken wie in U.S. Patent Nr. 5514537 offenbart, zu graphimetri- 
schen Techniken wie in U.S. Patent Nr. 3894529, neu herausgegebenes Pa- 
tent Nr. 32350, U.S. Patent Nr. 4092229, 4067965, und 4155831 diskutiert. 
Elektrische Eigenschaftenen sind ebenfalls ausprobiert worden, wie in U.S. 
Patent Nr. 4083957 gezeigt ist, sowie eine Kombination von elektrischen 
und graphimetrischen Eigenschaften, wie in U.S. Patenten Nr. 4225405, 
4698142 und 4749458 diskutiert ist. Beweglichkeitsversuche sind auch 
ausprobiert worden, wie in U.S. Patenten Nr. 4009260 und 4339434 gezeigt 
ist und auch chemische Techniken wie in U.S. Patenten Nr. 4511661 und 
4999283 (unter Einbeziehung von monoklonalen Antikorpern) und U.S. 
Patent Nr. 5021244, 5346990, 5439362 und 5660997 (unter Einbeziehung 
von Membranproteinen), und U.S. Patenten 3687803, 4191749, 4448767, 
und 4680258 (unter Einbeziehung von Antikorpern) ebenfalls wie die Hin- 
zufugung von Serumkomponenten wie in U.S. Patent Nr. 4085205 gezeigt 
ist. Wahrend jede dieser Techniken als hocheffizient prasentiert wurde, hat 
tatsSchlich bis zum jetzigen Zeitpunkt keine dieser Techniken den ge- 
wiinschten Level der Geschlechtsvorbestimmung ergeben. Unbeachtlich der 
Trennungstechnik, die schliefilich benutzt wurde, hat es jedoch die konkur- 
rierende Kombination zum einen der hohen Anzahl von Spermien, die na- 
turlicherweise vorhanden sind, und zum anderen der Vorgehensweise der 
Trennung von X- und Y-chromosomhaltigen Spermien wiinschenswert ge- 
macht, die Befahigung zu entwickeln, Befruchtung mit einer geringen An- 
zahl von Spermien zu erzielen. 

Zum jetzigen Zeitpunkt ist die einzige quantitative Technik, die zur Erzie- 
lung der Trennung von X- und Y-chromosomhaltigen Spermien verwendet 
wurde, die, welche die individuelle Unterscheidung und Trennung der 
Spermien mit Hilfe der FluBzytometrietechnik miteinbezieht. Diese Tech- 
nik erschien als Ergebnis von Fortschritten und Entdeckungen moglich, die 
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die verschiedene Farbstoffabsorption von X- und Y-chromosomhaltigen 
Spermien miteinbeziehen. Dies wurde friih diskutiert in U.S. Patent Nr. 
4362246 und signifikant erweitert durch die Techniken, wie sie von La- 
wrence Johnson in U.S. Patent Nr. 5135759 offenbart wurden. Die John- 
son-Technik der Nutzung der FluBzytometrie, urn X- und Y- 
chromosomhaltige Spermien zu trennen, war ein solch signifikanter Fort- 
schritt, daB sie zum ersten Mai die kommerzielle Trennung von Spermien 
mOglich gemacht hat. Wahrend es noch im experimentellen Stadium ist, hat 
die Trennung signifikant verbessert werden konnen durch die Nutzung von 
HochgeschwindigkeitsfluBzytometern wie dem MoFlo® FluBzytometer, das 
von Cytomation, Inc. hergestellt wird, und in einer Reihe von anderen Pa- 
tentee wie U.S. Patent Nr. 5150313, 5602039, 5602349, und 5643796 so- 
wie der internationalen PCT-PatentveroffentUchung WO 96/12171 disku- 
tiert wurde. Wahrend der Gebrauch von Zytometern groBe Steigerungen der 
Geschwindigkeit ermoglicht hat und obwohl diese Geschwindigkeitssteige- 
rungen besonders relevant sind im Hinblick auf die hohe Anzahl von Sper- 
mien, die oft verwendet wird, sind bestimmte Probleme trotzdem geblieben. 
Trotz des durch das MoFlo® FluBzytometer ermoglichten zehnfachen Ge- 
schwindigkeitsfortschritts sind immer kiirzer und kurzere Sortierungszeiten 
aufgrund mehrerer Griinde gewiinscht worden. Erstens ist als eine praxis- 
relevante Sache entdeckt worden, daB Spermien zeitkritische Zellen sind. 
Sie verlieren ihre Effektivitat, je langer sie nicht benutzt bleiben. Zweitens 
hat das Sammeln, das Sortieren und Befruchtungszeitpunkt die Geschwin- 
digkeit zu einem Punkt von hoher kommerzieller Bedeutung gemacht. Da- 
her hat die zeitkritische Natur der Spermazellen und des Prozesses die Ge- 
schwindigkeit zu einem essentiellen Element bei der Erzielung von hoher 
Wirksamkeit und Erfolgsraten gemacht. 

Es existieren auch andere Probleme, die sich von der praktischen bis zur 
theoretischen Seite erstrecken. Auf der praktischen Seite ist gewiinscht 
worden, geschlechtssortierte Spermaproben mit Hilfe von billigen Weg- 
werfkomponenten und -substanzen zu erhalten. Auch auf der Ausgaben- 
seite ist es gewiinscht worden, die Sortierung (sowie die Sammlung und die 
Befruchtung) als ein so effizientes Laborereignis wie mSglich zu gestalten. 
Daher konnen fur die kommerzielle Produktion und den Erfolg in diesem 
Gebiet Verbesserungen, welche auch nur eine Steigerung in der Effizienz 
bedeuten, noch signifikant sein. Verbunden mit dem praktischen Aspekt der 
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Ausgaben ist der praktische Aspekt der Feinheit und Empfmdlichkeit des 
gesamten Prozesses. In dieser Hinsicht ist es gewunscht worden, den Pro- 
zess zu vereinfachen und ihn prozedural so robust wie moglich zu machen, 
so dafi Fehler des Durchfuhrenden oder das Fachwissen eine immer unbe- 
deutendere Rolle spielen konnen. Sie zusammengenommen machen Be- 
fruchtungen mit niedrigeren Dosierungen noch wiinschenswerter. Zusatz- 
lich zur Empfmdlichkeit des Verfahrens ist immer schon bekannt gewesen, 
dafi die Spermien als solche extrem empfmdliche Zellen sind." Wahrend 
dieser Faktor beim ersten Anblick als sehr leicht verstandlich eingeschatzt 
werden kcJnnte, ist tatsachlich das voile AusmaB der Empfmdlichkeit der 
Zellen nicht vollstandig erforscht. Im Zusammenhang mit der FluBzytome- 
trie im allgemeinen sind die meisten Zellen oder Partikel oft spherisch oder 
auf andere Weise physikalisch geeignet gewesen, um einer Anzahl von Be- 
anspruchungen zu widerstehen. Dies ist nicht der Fall fiir Spermazellen. In 
der Tat kann, wie die vorliegende Erfmdung offenbart, die Behandlung 
durch normale FluBzytometertechniken tatsachlich unakzeptabel fur das 
zytometrische Sortieren von Spermazellen in bestimmten Anwendungen 
sein. Die Empfindlichkeiten erstrecken sich von Verdiinnungsproblemen 
uber der dem FluBzytometer inharenten Notwendigkeit, jede Zelle indivi- 
duell zu isolieren und zu unterscheiden, bis auch zwischen dem Druck und 
anderen StreBfaktoren die auf die Zellen oder andere Substanzen, die sor- 
tiert wurden, ausgeiibt wurden, welche die typische FluBzytometrie vor der 
vorliegenden Erfmdung aufwies. Dies kann auch einen einzigartigen Faktor 
fur Spermazellen darstellen, weil es anscheinend so ist, daB sogar obwohl 
die Spermazelle anscheinend durch das FluBzytometer laufen kann und oh- 
ne visuell unterscheidbare Seiteneffekte sortiert wird, die Zellen als solche 
tatsachlich aber auf eine Art beansprucht worden sind, daB sie im Befruch- 
tungsprozess nicht mehr optimal angewendet werden konnen. Daher scheint 
ein Zusammenspiel von Faktoren beteiligt und es sind unvibliche Probleme 
aus der Perspektive der Spermazellensortierung und des schlieBlichen Ein- 
satzes fur die kunstliche Befruchtung aufgekommen. 

Ein weiteres Problem, das bestehen bleibt - trotz der groBen Fortschritte, 
die durch das Johnson-Patent und die damit verbundene Technologie erzielt 
wurden - ist die Tatsache, daB es vor der vorliegenden Erfmdung extrem 
schwierig war, niedrig dosierte Befruchtung mit geschlechtsspezifischen 
Spermien zu erreichen, unbeachtlich der angewendeten Trennungstechrii- 
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ken. Obwohl historisch gesehen einige Erziehungen solcher niedrigdosier- 
ten Befruchtungen aufgetaucht sind, scheint in mehr theoretischer oder La- 
borumgebung dies der Fall gewesen zu sein, eher als in Umgebungen, fur 
welche eine kommerzielle Anwendung anwendbar oder wahrscheinlicher- 
weise in Betracht kommt . In dieser Hinsicht war der Wunsch nicht nur, 
niedrig dosierte Befruchtung zu erreichen, sondern eher niedrig dosierte 
Befruchtung zu erreichen mit Schwangerschaftserfolgsraten, welche ver- 
gleichbar mit denen sind, die mit bereits existierenden geschlechtsunspezi- 
fischen hochdosierten kunstlichen Befruchtungsversuchen erzielbar sind. 
Daher stellen die von den vorliegenden Erfindern erreichten Fortschritte in 
sowohi der geschlechtsspeziflschen als auch der niedrig dosierten kiinstli- 
chen Befruchtung signifikante Fortschritte dar, die zum ersten Mai kom- 
merzielle Anwendungen moglich erscheinen lassen. 

Ein weiteres Problem, das in der Industrie aufgetreten ist - wieder trotz der 
groBen Fortschritte des Johnson-Patents und der damit verbundenen Tech- 
nologie - ist die Tatsache, daB das Problem als solches, namlich die kunst- 
liche Befruchtung mit hohen Erfolgsraten von statistischer Natur ist, in 
welchem anscheinend eine Vielzahl von Faktoren zusammenspielen. Daher 
konnen die vorgeschlagenen Losungen zu einem bestimmten Grad eine 
Kombination von Faktoren einbeziehen, welche bei ausgiebigem statisti- 
schen Studium entweder isoliert oder in Kombination mit anderen Faktoren 
als notwendig bestimmt werden konnen. Solch eine Bestimmung beinhaltet 
desweiteren die Tatsache, daB die Ergebnisse als solche entsprechend der 
Art variieren und schwierig sicherzustellen sind, wegen der Tatsache, daB 
das Testen und das statistische Erproben auf einer Datenbasis, die groB ge- 
nug ist, in den ersten Schritten nicht der Muhe wert erscheint. Auf grand 
dieser Grunde kann die vorliegende Erfindung auch die Kombination von 
Faktoren einbeziehen, die individuell oder in Kombination die geeigneten 
Losungen fur eine gegebene Anwendung reprasentieren. Diese Offenbarung 
soli folglich als breit genug angesehen werden, so daB vielfaltige Kombi- 
nationen und Permutationen der offenbarten Techniken erreicht werden 
konnen. Noch unentdeckte Synergien konnen mit weiteren Faktoren existie- 
ren. Solche Faktoren konnen sich erstrecken von Faktoren innerhalb des 
Sortierens oder vielleicht, FluBzytometers, Schritte zu solchen in der 
Sammlung als auch Befruchtungsschritte. Gegenwartig sind Studien haupt- 
sachlich uber Rinderspezies erhalten worden, jedoch wird nicht geglaubt, 
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daB diese Techniken auf diese Spezies Oder aufgrund dieser Dinge auf le- 
diglich Spermazellen begrenzt sind. Es erscheint so, daB die gebrauchten 
Techniken Anwendungen iiber lediglich Spermazellen hinaus in Gebiete 
haben, welche entweder das Sortieren von empfindlichen Gegenstanden 
oder eher die Minimierung der Auswirkungen der Beanspruchungen der 
FluBzytometrie auf die sortierten Gegenstande erfordern. 

Die vorliegende Erfindung geht so vor, daB sie die Auswirkungen des Sor- 
tierens oder der Beanspruchung der Spermazellen minimiert. Interessanter- 
weise haben andere tatsachlich Schritte von dieser Richtung weg unter- 
nommen, indem sie Drucke und die Anforderungen an die Geschwindigkeit 
und andere solcher Durchfuhrungsarten erhdhen. Im wesentlichen konnen 
die Motivation fur die niedrig dosierte Befruchtung und das Hochge- 
schwindigkeitsverfahren, in einer individuellen oder vielleicht zusammen- 
hangenden Weise, Probleme gestellt haben, welche einander limitieren. 
Wahrend also eine lang schon bemerkte aber nicht befriedigte Notwendig- 
keit fur Hochgeschwindigkeits-, niedrig dosierte geschlechtsspezifische 
Befruchtung bestanden hat und wahrend das zur Ausfuhrung benotigte 
Fachwissen und die Elemente lang schon zur Verfugung gestanden haben, 
wurden vor der vorliegenden Erfindung die Fortschritte oder vielleicht die 
Kombinationen der Fortschritte anscheihend von den Fachleuten in diesem 
Gebiet ubersehen. Vielleicht haben sie es bis zu einem gewissen Grade au- 
Ber acht gelassen, daB das Problem ein Zusammenspiel von Faktoren und 
auch spezielle Notwendigkeiten- fur die Typen von Zellen (Spermazellen 
oder vielleicht speziesspezifische Spermazellen), die in diesem Gebiet vor- 
handen sind, miteinbezieht. Interessanterweise haben, wie die Auflistung 
der frttheren Versuche in dieser Diskussion zeigt, substantielle Versuche 
stattgefunden, aber sie haben es offensichtlich nicht geschafft, das Problem, 
das solchen Gebieten wie niedrig dosierten geschlechtsspezifischen Be- 
fruchtungen inhareht ist, zu verstehen und haben vielleicht angenommen, 
weil das naturliche Leistungsereignis Milliarden von Spermazellen ben5- 
tigt, es physikalische Begrenzungen zum Erreichen der kiinstlichen Be- 
fruchtung gibt, mit einer Anzahl, welche etwa vier GroBenordnungen klei- 
ner ist. Daher mag es nicht uberraschend sein, daB es bis zu einem gewis- 
sen Grade ein tatsachliches Wegfuhren von der technischen Richtung gege- 
ben hat, in welche die Erfinder der vorliegenden Erfindung gegangen sind. 
Vielleicht k6nnen die Ergebnisse sogar bis zu einem gewissen Grade als 
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unerwartet eingestuft werden, weil sie gezeigt haben, das geschlechtsspezi- 
fische niedrig dosierte kunstliche Befruchtung mit Erfolgsraten erreicht 
werden kann, die mit solchen von geschlechtsunspezifischer hochdosierter 
kiinstlicher Befruchtung vergleichbar sind. Es mag sogar fur Einige uberra- 
schend sein, daB die Techniken und Fortschritte der vorliegenden Erfin- 
dung tatsachlich kombinieren, urn die gezeigten groBartigen Ergebnisse zu 
erhalten. Wahrend jede Technik isoliert fiir sich betrachtet von Einigen als 
nicht bemerkenswert angesehen werden konnte, ist es tatsachlich so, daB es 
anscheinend subtile Anderungen braucht, um signifikante Fortschritte im 
Endresultat zu erzeugen - sowohl einzeln fur sich betrachtet oder in Kom- 
bination mit anderen subtilen Anderungen. 

Daher war vor der vorliegenden Erfindung das Erreichen von Erfolgsraten 
fur. die niedrig dosierte geschlechtsspezifische kunstliche Befruchtung mit 
notwendigen Durchfuhrungsniveaus oder vereinfachten Prozeduren, die 
wahrscheinlich notwendig waren, um kommerzielle Implementierung zu 
erreichen, nicht moglich. Neben der niedrig dosierten geschlechtsspezifi- 
schen Befruchtung auf einem kommerziellen Level, die erreicht wurde, of- 
fenbart die vorliegende Erfindung jedoch auch Techniken, welche das Er- 
zielen von verbesserten Leistungen ermoglicht und daher das gewunschte 
Endresultat vereinfacht, namlich niedrig dosierte geschlechtsspezifische 
kunstliche Befruchtung auf einer kommerziellen Basis, 

III. Offenbarung der Erfindung 

Entsprecheiiderweise beansprucht die vorliegende Erfindung das Erzielen, 
im kommerziellen MaBstab, von niedrig dosierter Befruchtung und die Re- 
sultate, wie sie zur Vorherbestimmung des Geschlechts des Saugetiers an- 
gewandt wurden. Sie stellt auch verbesserte Full- und Sammlersysteme zur 
Sortierung von Spermazellen zur Bestimmung ihres Geschlechts durch die 
FluBzytometer-Trennungstechnik zur Verfugung. Bei dieser Trennungs- 
technik wird die umgebende Flussigkeit, wie sie typischerweise in FluB- 
zytometern benutzt wird, ersetzt durch eine Flussigkeit, die die Beanspru- 
chung der Spermazellen minimiert, wahrend sie sortiert werden. Desweite- 
ren wird das Sammlungssystem verbessert, um sowohl die physikalische als 
auch die chemische Beanspruchung, der die Zellen unterworfen sind, zu 
minimieren. Vielfaltige Techniken und Substanzen sind dargestellt, aber 
wie der Fachmann auf diesem Gebiet leicht verstehen wird, konnen vielfal- 
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tige Kombination und Permutationen in einer Weise benutzt werden, die fur 
die Leistung basierend auf den Spezies, der Trennungstechnik, den Zielen 
und anderer Parameter, die in einer spezifischen Bearbeitungsanwendung 
einbezogen sind, optimiert werden konrien. 

Eine Aufgabe der Erfindung ist daher, geschlechtspezifische Befruchtungen 
mit niedrigerer Dosierung in einer Weise zu erreichen, weiche unter reali- 
stischen kommerziellen Umstanden funktioniert. Eine Aufgabe ist auch, 
bessere Sortierungen fur Substanzen wie Spermazellen zu erreichen. Ein 
damit zusammenhangendes Ziel ist, den EinfluB, den die Sortierungsfunkti- 
on als solche auf die Zellen oder andere empfindliche Gegenstande, weiche 
sortiert werden konnen, hat, zu minimieren. Fur eine FluBzytometrie- 
Sortiemngstechnik ist ein spezielles Ziel, den EinfluB, den die Hiillflttssig- 
keit auf die Zellen ausubt, zu minimieren und potentiell eine HUllflussig- 
keit bereitzustellen, die in positiver Weise den Zellen bei der Verarbeitung 
der verschiedenen Beanspruchungen hilft. Ein paralleles Ziel ist, Substan- 
zen und Techniken bereitzustellen, weiche speziell fur Spermazellen im 
allgemeinen geeignet sind, fur Rinderspermazellen, fur Pferdespermazellen 
und fur die Trennung von solchen Spermazellen in X-und Y- 
chromosomtragende Komponenten. In ahnlicher Weise ist auch ein Ziel, 
die Auswirkungen, die die Sammelphase (z.B. nach der Sortierung) auf die 
Zellen hat, zu minimieren und sowohl die physikalischen Auswirkungen als 
auch die chemischen Auswirkungen auf solche geschlechtsausgewahlte 
Spermazellen zu minimieren. Daher ist ein Ziel, ein Sortierungsresultat zu 
brhalten, daB so unbeeinfluBt wie moglich ist. 

Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist, eine niedrig dosierte, sortierte Be- 
fruchtung auf einem Niveau und mit Erfolgsraten zu erreichen, die mit de- 
nen von typischen geschlechtsunspezifischen hochdosierten kiinstlichen 
Befruchtungen vergleichbar sind. In Verbindung mit dieser Aufgabe ist es 
ein Ziel, ein umfassendes System fur die kttnstliche Befruchtung zu pra- 
sentieren, welches diese Aufgabe in einer kommerziell praktischen Manier 
erreichen kann. Daher sind die primaren Ziele der Minimierung der Bean- 
spruchungen oder der potentiellen Schaden der Spermazellen wichtig. Das 
Sortieren in einer Weise, weiche sowohl hohe Geschwindigkeit als auch 
Sortieren unter geringer Beanspruchung leistet und weiche speziell fur das 
Sortieren von Spermazellen in einem niedrig dosierten Zusammenhang ad- 
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aptiert ist, ist auch ein wichtiges Ziel. Die Ziele der Bereitstellung von 
Hull- oder anderen Flussigkeiten, welche die Fruchtbarkeit des Spermas 
nicht negativ beeinflussen und welche mit der kiinstlichen Befruchtung 
kompatibel sind, sind auch wichtig. 

Natiirlich sind weitere Aufgaben der Erfindung in anderen Bereichen der 
Beschreibung und der Anspruche offenbart. 

IV. Kurze Beschreibung der Zeichnungen 

Figur 1 ist ein schematisches Diagramm eines Sortiersy stems entsprechend 
der FluBzytometer-Trennungstechnik der vorliegenden Erfindung. 

Figur 2 ist ein Diagramm der sich im Bereich des freien Fall befindenden 
Zellen eines typischen FluBzytometers. 

Figur 3 ist ein begriffliches Diagramm, das die Unterschiede, wie sie als 
Resultat der vorliegenden Erfindung auftreten, im Groben zeigt. 

Figur 4 ist ein Diagramm des sortierten Zellstroms, wie sie im Bereich der 
Landungszonen gesammelt werden. 

V. Beste Vorgehensweise zur Durchfuhrung der Erfindung 

Wie noch zu sehen sein wird, konnen die grundlegenden Konzepte der vor- 
liegenden Erfindung in einer Vielzahl von Arten kombiniert und ausge- 
fUhrt werden. Die Erfindung bezieht Iediglich die kommerzielle, praktische, 
niedrigdosierte geschlechtsspezifische Befruchtung und deren Resultate mit 
ein. Fur FluBzytometrietrennungstechniken bezieht die Erfindung auch so- 
wohl verbesserte FluBzytometersysteme als auch Systeme fur die Herstel- 
lung von geschlechtsspezifischen Spermaproben, welche in kunstlicher Be- 
fruchtung eingesetzt werden konnen, und die Tiere, die mittels solcher 
Techniken hergestellt werden konnen, mit ein. Die Erfindung enthalt um- 
fassende Prozesse, durch welche hohe Erfolgsraten selbst in kommerziellen 
Umgebungen moglich sind. Des weiteren sind die Techniken in einer all- 
gemeinen Weise offenbart, so daB sie auf spezifische Systeme und Anwen- 
dungen angewendet werden konnen, sobald die allgemeinen Prinzipien ver- 
standen sind. Obwohl Verbesserungen von Vorrichtungen offenbart sind, 
sollte verstanden werden, daB diese Verbesserungen nicht Iediglich be- 
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stimmte Methoden betreffen, sondern in einer Vielzahl von Arten variiert 
und kombiniert werden konnen. Wichtigerweise soil jede dieser Tatsachen 
so verstanden werden als daB sie von dieser Offenbarung erfaBt wird. 

Wie erwahnt, ist das grundlegende Ziel das der Trennung der X-tragenden 
Spermien von den Y tragenden Spermien. Dies wird in einer Weise durch- 
gefuhrt, welche die zwei Typen von Spermien isoliert, so daB jedes separat 
verpackt und behandelt werden kann. Gegenwartig wird diese Isolierung 
bevorzugterweise mittels Gebrauch der FluBzytometrie durchgefiihrt. Die 
FluBzytometrie im allgemeinen ist eine Technik, welche sehr gut verstan- 
den ist. Zum Beispiel sind ihre grundlegenden Aspekte in einer Vielzahl 
von Patenten von Cytomation, Inc., wie z.B. in den US-Patenten oder frii- 
her aufgelisteten anderen Publikationen gezeigt und diskutiert. Jedes dieser 
Patente und die darin zitierten Verweisungen sind hiermit in die vorliegen- 
de Anmeldung eingeschlossen; daher kann der Fachmann auf diesem Ge- 
biet sehr leicht die beteiligten grundlegenden Prinzipien verstehen. 

Im wesentlichen umfaBt die FluBzytometrie das Sortieren von Gegenstan- 
den, wie Zellen, mit, welche dem FluBzytometerinstrument durch eine Art 
einer Zellqueile bereitgestellt werden. Ein begriffliches Instrument ist in 
Figur 1 gezeigt. Das FluBzytometerinstrument umfaBt eine Zellqueile (1), 
welche Zellen oder andere Typen von Gegenstanden, die analysiert werden 
sollen, dem FluBzytometer bereitstellt oder zufuhrt. Die Zellen sind in einer 
Diise (2) in einer Weise deponiert, daB diese Zellen von einer Hiillflussig- 
keit (3) umgeben sind. Die Httllflussigkeit (3) wird gewdhnlich von einer 
Hullflussigkeitsquelle (4) zugefuhrt, so daB wahrend die Zellqueile (1) die 
Zellen zufuhrt, die Hiillfliissigkeit (3) gieichzeitig durch die Diise zugefuhrt 
wird. Auf diese Weise kann leicht verstanden werden, daB die Hiillflussig- 
keit (3) eine Hullflussigkeitsumgebung fur die Zellen schafft. Weil die ver- 
schiedenen Flussigkeiten dem FluBzytometer mit gewissem Druck zuge- 
fuhrt werden, fliessen sie aus der Diise (2) und treten aus der Dusenoffnung 
(5) aus. Durch das Bereitstellen einer Art von Oszillator (6), welcher sehr 
prazise mit Hilfe einer Oszillatorkontrolle (19) kontrolliert werden kann, 
konnen Druckwellen innerhalb der Diise (2) eingestellt werden und auf die 
Flussigkeiten, die aus der Diise (2) bei der Dtisenoffnung (5) austreten, 
ubertragen werden. Weil der Oszillator (6) daher auf die Hullflussigkeit (3) 
wirkt, formt der aus der Diisenoffnung (5) austretende Strom (7) schlieBlich 



DE 198 82 943 Tl 

-11 - 

regelmaBige Tropfen (8). Weil die Zellen sich in einer Hullflussigkeitsum- 
gebung befinden, konnen die Tropfen (8) individuell isolierte Zellen oder 
andere Gegenstande enthalten. 

Weil die Tropfen (8) im allgemeinen isolierte Zellen enthalten, kann das 
FluBzytometer Tropfen auf der Basis unterscheiden und separieren ob oder 
ob nicht die geeignete Zelle oder die geeigneten Zellen im Tropfen ist/sind. 
Dies wird erreicht durch ein Zellsensorsystem (9). Das Zellsensorsystem 
(9) beinhaltet zumindest eine Art von Sensor (10), welcher auf die in jedem 
Tropfen (8) enthaltenen Zellen anspricht, wie in der Seminalarbeit (kein 
Wortspiel beabsichtigt) von Larry Johnson, namlich US-Patentnummer 
5135759 ausftihrlich diskutiert ist. Wie das Johnson-Patent fur Spermazel- 
len erklart, kann das Zellsensorsystem (9) eine Handlung auslosen, in Ab- 
hangigkeit von der relativen Anwesenheit oder relativen Abwesenheit eines 
bestimmten Farbstoffes, welcher mit Hilfe von Stimulantien wie dem La- 
serexciter (11) angeregt werden kann. Wahrend jeder Typ von Spermazelle 
von dem Farbstoff eingefarbt ist, verursachen die verschiedenen Langen 
des X-Chromosoms und des Y-Chromosoms verschiedene Grade der Ein- 
farbung. Daher ist es durch die Bestimmung des Grades an Farbstoff, der in 
der Spermazelle vorhanden ist, moglich, zwischen X-tragenden Spermien 
und Y-tragenden Spermien mit Hilfe ihrer unterschiedlichen Emissionsgra- 
de zu unterscheiden. 

Um die schlieBliche Trennung und Isolierung der geeigneten Zellen in einer 
FluBzytometertrennungstechnik zu erreichen, werden die vom Sensor (10) 
erhaltenen Signale einer Art von Sortierungs/Unterscheidungssystem (12) 
zugefuhrt, welches sehr schnell eine Entscheidung trifft, und welches in 
unterschiedlicher Weise jeden Tropfen (8) basierend darauf, ob es ent- 
schieden hat, daB die gewiinschte Zelle innerhalb dieses Tropfens (8) exi- 
steriert oder nicht existiert, aufladen kann. In dieser Weise agiert das Sor- 
tierungs/Unterscheidungssystem (12) so, daB die elektrostatischen Ablen- 
kungsplatten (13) die Tropfen (8) basierend darauf, ob sie die geeignete 
Zelle oder den anderen Gegenstand enthalten oder nicht, ablenken konnen. 
Als Resultat agiert das FluBzytometer zur Sortierung der Zellen dadurch, 
daB es sie veranlaBt, in einem oder mehreren Sammlern (14) zu landen. Da- 
her kann das FluBzytometer durch die Feststellung von Eigenschaften der 
Zellen oder der anderen GegenstSnde zwischen den Zellen auf der Basis 
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eines speziellen Charakteristikums unterscheiden und kann diese in den 
geeigneten Sammler (14) platzieren. In dem System, das gegenwartig zur 
Sortierung von Sperma benutzt wird, werden die X-tragenden Spermien- 
tropfen positiv aufgeladen und daher in eine Richtung abgelenkt, die Y tra- 
genden Spermientropfen werden negativ aufgeladen und daher in die ande- 
re Richtung abgelenkt und der Abfallstrom (d.h. nicht sortierbare Zellen) 
wird nicht aufgeladen und wird daher in einem nicht abgelenkten Strom in 
einer Saugrohre oder Ahnlichem gesammelt. 

Mit Bezug auf Figur 2 kann der ProzeB sogar noch weiter verstanden wer- 
den. Wie in dieser Figur gezeigt ist, emittiert die Diise (2) einen Strom (7), 
welcher aufgrund des Oszillators (6) (nicht in Figur 2 gezeigt) Tropfen (8) 
formt. Weil die Zellquelle (1) (nicht in Figur 2 gezeigt) Spermazellen (15) 
zufuhren kann, welche entsprechend der Johnson-Technik angefarbt wur- 
den, wird die Lichtstimulation durch den Laserexciter (11) in unterschiedli- 
cher Weise vom Sensor (10) bestimmt, so daB die Existenz oder Nichtexi- 
stenz einer Ladung auf jedem Tropfen (8) wenn er sich vom Strom (7) 
trennt, vom FluBzytometer kontrolliert werden kann. Diese Kontrolle re- 
sultiert in positiv aufgeladenen, negativ aufgeladenen und ungeladenen 
Tropfen (8), basierend auf ihrem Inhalt Wie in Figur 2 gezeigt, sind be- 
stimmte Tropfen als abgelenkte Tropfen (16) gezeigt. Diese abgelenkten 
Tropfen (16) sind solche, die Spermazellen (15) des einen oder anderen 
Geschlechts enthalten. Sie werden dann in einen geeigneten Sammler (14) 
fur den spateren Gebrauch deponiert. 

Einer der Aspekte der FluBzytometrie, welcher von besonderer Wichtigkeit 
ftir ihre Anwendung fur die Spermasortierung ist, ist die Hochgeschwindig- 
keitsfunktionsweise eines Fluflzytometers. Fortschritte sind speziell durch 
die FluBzytometer gemacht worden, die iiber Cytomation, Inc. unter der 
MoFlo®-Marke erhaltlich sind. Diese FluBzytometer haben die Sortie- 
rungsgeschwindigkeiten auBergewohnlich stark gesteigert und haben so die 
FluBzytometrie zu einer Technik gemacht, die wahrscheinlich die kommer- 
zielle Anwendung der Spermasortierung (unter anderen kommerziellen 
Anwendungen) moglich macht. Mit ihnen kann Hochgeschwindigkeitssor- 
tierung erreicht werden, d.h. eine Geschwindigkeit, welche wesentlich ho- 
her liegt als die anderwarts gebrauchte. Spezifisch arbeiten Cytomations 
MoFlo®-Zytometer mit Oszillatorfrequenzen, die groBer als etwa 5 kHz 
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sind und noch spezifischer konnen sie auch in den 10 bis 30 oder sogar in 
den 50 kHz-Bereichen betrieben werden. Daher werden Tropfchen mit sehr 
hoher Frequenz gebildet und die Zellen, die innerhalb der Hiillfliissigkeit- 
sumgebung darin enthalten sind, konnen sehr schnell von der Diise (2) 
emittiert werden. Daher kann im Ergebnis jede der Komponenten wie die 
Diise (2), der Oszillator (6) und ahnliches, welche das FluBzytometersystem 
aufbauen und Teil davon sind, so konfiguriert oder ausgewahlt werden, daB 
ein Hochgeschwindigkeitszellsortierer resultiert. Bei der Anwendung eines 
Hochgeschwindigkeitszellsortierers auf die Sortierung von Spermazellen 
konnen Sortierungsgeschwindigkeitsraten von groBer als etwa 500 Sortier- 
schritten pro Sekunde erreicht werden. Tatsachlich sind bereits Sortierraten 
in den lOOOer und 1200er Bereichen durch die Benutzung von Hochge- 
schwindigkeitszellsortierern erreicht worden. Es sollte wichtigerweise ver- 
standen werden, daB der Begriff "Hochgeschwindigkeits-" ein relativer Be- 
griff ist, so daB wenn andere Vorteile in der FluBzytometrie und spezifische 
Anwendungen erreicht werden,' der Aspekt, welcher als "hoch" bezeichnet 
wird, variieren kann oder auch absolut bleiben kann. In jeglicher Definition 
ist das allgemeine Prinzip das, daB das Sortieren mit Raten erfolgt, bei wel- 
chen die Parameter der physikalischen Charakteristiken des FluBzytometers 
signifikant zu den Zellen selbst sind, wenn spezielle Zellen wie Sperma- 
zellen sortiert werden. Ein Aspekt der Hochgeschwindigkeitssortierung, 
welcher bei der Sortierung von Spermazellen durch eine FluBzytometer- 
trennungstechnik ins Spiel kommt, ist der der Drucke und anderen Bean- 
spruchungen, welchen die Spermazellen innerhalb des Zytometers ausge- 
setzt sind. Z. Bsp. konnen FluBzytometer, wenn sie bei hoher Geschwin- 
digkeit (und einer alternativen Definition von "hoher Geschwindigkeit") 
arbeiten, bei einem Druck von 50 PSI und sogar 60 und mehr PSI betrieben 
werden. Diese Drucke konnen als hoch eingestuft werden, weil sie Effekte 
auf die zu sortierenden Zellen haben konnen. Der Schlussel wie in der vor- 
liegenden Erfindung offenbart, fur diese Seite der Erfindung ist die Tatsa- 
che, daB die Beanspruchungsgrenzen der speziellen Zellen der bestimmen- 
de Faktor sind. Zusatzlich kann, wenn weiteres Wissen gewonnen wird, 
gezeigt werden, daB die Beanspruchungsgrenzen eine Funktion von kombi- 
nierten Effekten wie der speziellen Spezies oder der speziellen Vor- oder 
Nachbehandlung der Zellen, ist. Der Schlussel in dieser Hinsicht ist, daB 
die auf die Zellen ausgeubte Beanspruchung tatsachlich ihre Lebensfahig- 
keit und ihre Fahigkeit, ein gewunschtes Ergebnis zu erzielen, beeintrachti- 



gen kann. Im Falle des Drucks kann es sein, daB das bloBe Aussetzen der 
Spermazellen unter einem hoheren Druck sich als Ergebnis des Betriebs des 
FluBzytometers bei diesem Druck in einer reduzierten Leistungsfahigkeit 
der Zellen auswirken kann. Die vorliegende Erfindung agiert in einer Hin- 
sicht, urn diese Beanspruchungen zu minimieren und erzielt daher sowohl 
groBere Wirksamkeiten als auch geringere Dosierungen wie spater disku- 
tiert. Unter Inbetrachtziehung des Beanspruchungsaspekts der Zellen agiert 
die vorliegende Erfindung in einer Weise, die diese Beanspruchungen mi- 
nimiert Diese Beanspruchungen konnen zu jeder Zeit im Gesamtzyklus 
oder im ProzeB der Sammlung, des Sortierens oder sogar der Befruchtung 
des Tieres minimiert werden. Wichtigerweise erscheint die Beanspruchung 
der Zellen, der diese durch die Behandlung innerhalb des FluBzytometers 
ausgesetzt sind als signifikant fur diese Anmeldung. In einer Ausfuhrungs- 
form der Anmeldung ist die Hullflussigkeit spezifisch ausgewahlt, so daB 
sie zur Abstimmung mit der Vorsortierungszellflussigkeitsumgebung oder 
der Nachsortierungszellflussigkeitsumgebung oder beiden dienen kann. 
Obwohl es klar ist, ist es moglich entweder die Vor- oder die Nachsortie- 
rungsfliissigkeit anzupassen, in einer Ausfuhrungsform paBt die Erfindung 
die Hullflussigkeit (3) so ein, daB sie signifikant weniger Beanspruchung 
auf die Zellen ausubt als vorher erreicht worden ist. In einer Hinsicht ist die 
Erfindung bemerkenswert, namlich daB sie den Gesamtfokus von der Be- 
triebsweise des FluBzytometers zu einem Fokus auf die Behandlung und die 
Abwendung von Beanspruchung der Zellen als solche verschiebt. Zum Bei- 
spiel erkennt die vorliegende Erfindung, wahrend es bekannt war, Fliissig- 
keiten mit einem eigenen pH-Faktor oder Osmoalitat zu verwenden, es be- 
stimmte chemische Zusammensetzungen geben kann, auf welche die Zellen 
hyper-ansprechempfindlich sind. Diese hyper-ansprechempfindlichen che- 
mischen Zusammensetzungen konnen nattirlich basiernd auf den Zellen 
oder sogar auf der Vorbehandlung der Zellen variieren. Wichtigerweise er- 
scheint es zur Zeit so, daB fur Spermazellen bestimmte metabolische che- 
mische Zusammensetzungen wie Zitrat uniiblich hohen Beanspruchungen 
der Zellen vorzubeugen scheinen. Daher konnen die hyper- 
ansprechempfindlichen chemischen Zusammensetzungen so definiert wer- 
den, auf welche die Zellen besonders ansprechen im Zusammenhang mit 
ihrer Funktionalitat und der dann existierenden Handhabungstechniken. 
Was Spermazellen anbelangt scheint es so zu sein, daB metabolische Zu- 
sammensetzungen speziell Zitrat-Konstanzen fur Rinderspermazellen und 
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Hepes-Puffer-Konstanzen fur Pferdespermazellen sehr wichtig sein konnen. 
Daher agiert die vorliegende Erfindung so, daB die Veranderungen durch 
den Typ der Betriebsweise minimiert werden oder iiber die Auswahl von 
Substanzen, welche als Mittel zur Minimierung der Veranderungen, wel- 
cher die Zellen ausgesetzt sind, wirksam sein konnen. 

Als Hullfliissigkeit wird entsprechend einer Ausfuhrungsform der vorlie- 
genden Erfindung eine Substanz so ausgewahlt, daft sie chemisch angepafit 
sein kann, um minimale Veranderungen zu bewirken. Daher kann das Ge- 
samtergebnis des Sortiervor gangs durch die Auswahl der geeigneten Hull- 
fliissigkeit nicht nur im Bezug auf die FluBzytometrieparameter sondern 
auch im Bezug auf die Zellparameter als solches und den Veranderungen, 
denen die Zellen ausgesetzt sind, verbessert werden. Dies wird konzeptuell 
in Figur 3 gezeigt. Figur 3 begrifflich zeigt eine Art von chemischem Fak- 
tor (sowie Zitrat oder andere Faktoren), wie es in den verschiedenen Phasen 
des Prozesses vorkommen kann. Zum Beispiel konnen die vier nachfolgend 
gezeigten Phasen fiir eine FluBzytometrietrennungstechnik reprasentierend 
aber nicht so begrenzend sein: Phase I kann die Existenz von Zellen inner- 
halb der Zellquelle (1) reprasentieren, Phase II kann die Existenz der Zel- 
len, wahrend sie in der Hullfliissigkeitsumgebung sortiert sind, zeigen, 
Phase III kann die Zellen, wahrend sie nach dem Sortieren gesammelt wer- 
den, zeigen, und Phase IV kann die in einem Speichermedium wiederherge- 
stellten Zellen nach der Sortierung zeigen. Diese vier Phasen, wie sie fur 
den Stand der Technik gezeigt sind, konnen erheblich unterschiedlichen 
chemischen Faktorumgebungen ausgesetzt sein. Wie konzeptionell gezeigt, 
konnen die Zellen in der vorliegenden Erfindung jedoch sehr geringen Ver- 
anderungen ausgesetzt sein, dabei ist am meisten hervorzuheben, daB das 
Eintauchen oder Tropfen, das zwischen den Phasen I und II stattfindet, 
kann nahezu nicht vorhanden sein kann. Dies ist ein Ergebnis der Auswahl 
der geeigneten Hiillflussigkeit wie oben ausgefuhrt. Daher konnen die Zel- 
len in der vorliegenden Erfindung einem erheblich geringerem Level der 
Beanspruchung unterworfen sein, wobei dies ein Resultat des Eingebettet- 
seins einer geeigneten Hullfliissigkeit ist. 

Eine der potentiellen Verallgemeinerungen, die im Hinblick auf dieses 
Phanomen existieren konnen, ist die Tatsache, daB bestimmte chemische 
Zusammensetzungen starker hyper-ansprechempfindliche chemische Zu- 
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sammensetzungen darstellen konnen als andere. Wahrend dies naturlich 
aufgrund der Spermaspezies, der Behandlung oder sogar des Zelltyps vari- 
ieren kann, scheint es so, daB die Lebensfahigkeit der Zellen fur ihren be- 
absichtigten Gebrauch (hier die kunstliche Befruchtung) stark variiert, na- 
turlicherweise oder aufgrund des Sortierens oder beides, und so zeigen die 
Zellen einen hyper-ansprechempfindlicheen Charakter im Hinblick auf die- 
se chemische Zusammensetzung. Durch die Auswahl bestimmter metaboli- 
scher chemischer Zusammensetzungen erscheinen groBe Fortschritte mog- 
lich, vor alien Dingen durch Zitrate oder Chemikalien, die innerhalb des 
Zitronensaurezyklus liegen. Daher wird fur die Rinderspermaanwendung 
die Hullfliissigkeit (3) so ausgewahlt und angepaBt, daB sie eine etwas 
2,9%ige Natrium-Zitrat-Komposition darsteilt. Spezifischerweise kann die 
2 ? 9%ige Natrium-Zitrat-Losung folgendermaBen dargestellt werden: 

1. Gebe 29,0 Gramm Natrium-Zitratdihydrat (Na 3 C 6 H 5 07«2H20) in einem 
Kolben mit einem Volumen von 1000 ml 

a. Lose Natrium-Zitrat in 3/4 einer Wassermenge, dann fuge weiteres 
Wasser zum Volumen hinzu. 

2. Fiige deionisiertes oder Nanopurwasser bis zum Erreichen des 1000 ml- 
Endvolumens hinzu 

3. Transferiere auf Flaschen und autoklaviere bei 15 lbs Druck (245°F) fur 
mindestens 30 Minuten 

a. Autoklaviere die Losung unter Bedingungen, die eine Evaporierung mini- 
mieren (lose Bedeckung). 

b. Sei vorsichtig, daB das Wasser nicht wegkocht. 

4. Kuhle langsam auf Raumtemperatur ab. 

5. Stelle versiegelt in einem 5°C-kalten Raum auf Lager. 

Des weiteren kann die Natrium-Zitrat-Losung zur Benutzung als HiillfltiSr 
sigkeit filtriert werden. 

6. Filtriere mit einem 0,22 fim-Filter unter Anwendung von aseptischen 
Techniken. 
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Interessanterweise leistet eine solche Zusammensetzung fur Pferdesperma- 
zellen nicht dasselbe. Es wurde entdeckt, daB fur Pferdespermazellen eher 
ein Hepes-gepuffertes Medium wie ein Hepesrindergametenmedium - spe- 
ziell HBGM3 wie bereits von J.J. Parrish fur eine Rinderanwendung kreiert 
- gut funktioniert. Dieses Medium wird im Artikel "Capacitation of Bovine 
Sperm by Heparin", 38 Biology of Reproduction 1171 (1988) diskutiert, 
welcher hiermit in die vorliegende Anmeldung mit einbezogen wird. Dies 
ist nicht nur uberraschend weil es nicht derselbe Typ von Substanz ist wie 
er fur Rindersperma verwendet wird, sondern weil der tatsachliche Puffer 
urspriinglich fur eine Rinderanwendung entwickelt worden. Daher wird in 
der Pferdeanwendung die Hullflussigkeit ausgewahlt, welche den Hepes- 
Puffer enthalt Diese Losung kann bei Raumtemperatur einen pH-Wert von 
etwa 7,54 (pH bei 39 0 0=7.4) haben und die folgende Zusammensetzung: 



Chemikalie Trockengewicht (g/500ml) 

CaCl 2 0,145 

KC1 2 0,115 

MgCl 2 *6H 2 0 0,004 

NaH 2 P0 4 *H 2 0 0,018 

NaCl 2,525 

NaPyruvat 0,011 

Milchsaure (60%) 1,84 ml 

HEPES 4,765 

NaHC0 3 0,420 
BSA (Fraktion V) 3,0 



Ein weiterer Aspekt, der in der vorliegenden Erfindung hereinspielen kann, 
ist die Tatsache, daB die beteiligten Zellen unubliche Sensitivitaten erleiden 
konnen. In einer Hinsicht kann dies durch die Tatsache verursacht sein, daB 
Spermazellen zu einer Klasse von Zellen gehoren, die nicht-reparierende 
Zellen sind. Das heiBt, sie haben nicht die Fahigkeit sich selbst zu reparie- 
ren und daher konnen sie eine weitaus feinfiihligere Behandlung erfordern, 
als fur FluBzytometer oder anderes Handhabungsequipment typisch ist. Da- 
her kann es geeignet sein, daB die Erweiterung besonders anwendbar ist, 
wenn das FluBzytometer oder ein anderes Trennungsgerat wirkt zur Her- 



-18- DE 198 82 94 3 T1 

stellung einer Quelle von Spermazellen. Ein weiterer potentiell damit ver- 
bundener Aspekt, welcher einzigartig fur eine Klasse von Zellen wie Sper- 
mazellen sein kann, ist die Tatsache, daB ihre DNA nicht-reparierend, 
nicht-replizierend, und nicht-transkribierend ist. Jeder dieser Faktoren kann 
ins Spiel kommen und deshalb konnen sie entweder individuell oder zu- 
sammen relevant sein. Daher kann es sein, daB die Lehren der vorliegenden 
Erfindung fur alle Garaetenzellen oder sogar fur Viren und ahnliches, wel- 
che nicht-reparierende, nicht-translatierende und nicht-transkribierende 
Zellen sind, anwendbar sind. 

Ein separater Aspekt der Bearbeitung mittels FluBzytometer, welcher eben- 
falls wichtig sein kann, ist die Tatsache der richtigen Behandlung der Zel- 
len nachdem sie sortiert sind, sowohl chemisch als auch physikalisch. Wie 
in Figur 4 gezeigt, kann, wahrend die Zellen in dem Tropfen (8) im 
Sammler (14) landen, es wichtig sein, daB der Behalter, welcher den 
Sammler darstellt, die richtige GroBe aufweist, so daB er als eine Art Mittel 
der Vermeidung eines Aufpralles zwischen den Zellen und dem Behalter 
selbst dient. Obwohl es bekannt war, eine urspriingliche Sammlerflussig- 
keit (17) in den Boden des Behalters zur Sammlung der Zellen zu plazieren, 
so daB sie nicht auf dem Boden des Behalters auftreffen, erscheint es, daB 
eine einfache Ausweitung des Behalters benutzt werden kann, um Variatio- 
nen in der Stromprasentation sowie dem unvermeidlichen Spritzen auf-. 
grund des Aufpralls der Zellen in den Behalter, zu begegnen, um das Er- 
gebnis zu verbessern. In einer Hinsicht kann dies als eine Art Federungs- 
element agieren, so daB Zellen, welche mechanisch zart sind, daB heiBt, daB 
sie beim Auftreffen brechen oder beschadigt werden konnen, in geeigneter 
Weise behandelt werden konnen. So kann es wichtig sein, daB dann, wenn 
die Zytometerquelle die zu sortierenden Zellen einfuhrt, die physikalisch 
feinen Zellen eine Art von Federungselement bereitstellen, die wie eine 
weite Sammelrohre fur die die Offnungsweite (18) dazu dient, die Wande 
des Behalters in einer Art zu positionieren, die den Kontakt mit den Zellen 
vermeidet. Daher bietet die Rohre keine Seitenwande, die so nah sind, daB 
irgendeine signifikante Wahrscheinlichkeit des Kontakts zwischen den zu 
sortierenden Zellen und den Wanden der Rohre besteht. Auf diese Weise 
kann es wunschenswert sein, ebenfalls eine weite Sammelrohre zusatzlich 
zur Sammelflussigkeit (17) einzuschlieBen. Vielleicht kann das bloBe Be- 
reitstellen einer weiten Offnung des Behalters, welcher als Teil des Samm- 
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lers (14) dient, ausreichend sein. Fiir Anwehdungen, die die Hochge- 
schwindigkeitssortierung von Sperma betreffen, wurde herausgefunden, dafi 
die Bereitstellung eines Behalters mit einem inneren Durchmesser von zu- 
mindest 15 mm angenommen wird, ausreichend zu sein. Spezifischerweise 
wurde entdeckt, daB es bei Benutzung einer 14 mm Falcon-Testrohre in ei- 
ner solchen Anwendung nur minimale physikalische Schaden der Zellen als 
Ergebnis des Sammlers (14) gibt. 

Es sollte angemerkt werde, daB sogar die 14 mm Falcon-Testrohre nicht das 
Optimum sein muB. Spezifischerweise wird geglaubt, daB das Design eines 
Sammelbehalters, welcher der Geometrie des Stromes angepaBt ist (d. heiBt 
"ein Strom angepaBter Behalter" am optimalsten sein kann. Dieser Strom 
angepaBte Behalter kann jegliche oder alle der folgenden Charakteristiken 
besitzen: 

Eine relative weite Offnung, eine elliptisch geformte Offhung, ein geringe- 
res H6he-zu-Weite Verhaltnis als im Moment einbezogen, eine gewinkelte 
Oder auf andere Weise angepaBte auBere Form, wie es vorhandene Seiten- 
wande sein konnen, die parallel zum fallenden Strom sind, und ahniiches. 
Es kann auch wiinschenswert sein, ein Montierungselement, wie ein be- 
wegliches Element oder ein Medium wie ein Kugeilager oder ahniiches be- 
reitzustellen, um eine variable Orientierung der Rohre zu erlauben, so daB 
sie dem aufzusammelnden fallenden Strom angepaBt werden kann. Zusatz- 
lich konnen die physikalischen Charakteristika fur die Klasse der Behalter, 
wie die existierende Rohre (beschrieben als eine M Falcon-Typ" TestrOhre, 
nicht nur die Weite der Rohre einschlieBen, sondern auch das Material (sol- 
ches Polystyrol, an dem die Zellen nicht anhaften) aus welchem sie ge- 
macht ist und ahniiches. (Diese Materialoptionen sind bekannt fur die 
14mm Falconrohre.) Daher konnen der Behalter und seine Sammelfliissig- 
keit auch als ein Abfederungselement dienen, um physikalischen Schaden 
der Zellen zu minimieren. Er kann auch durch seine GroBe dazu dienen, die 
Sammlung einer geeigneten Anzahl von Spermien ohne einen signifikanten 
Verdiinnungseffekt zu erleichtern. Bei der Sammlerfliissigkeit (17) kann 
die Tatsache sein, daB auch diese Flussigkeit dazu dienen kann, die chemi- 
sche Beanspruchung der Zellen zu minimieren. In einer Hinsicht, kann die 
Sammlerfliissigkeit (17) so ausgewahlt werden daB sie ein angepaBtes 
Level an Nahrstoffen bereitstellt, so daB die Levels sowohl vor als auch 
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nach der Sortierung ausgeglichen sind, weil es wichtig sein kann, den Zel- 
len Nahrstoffe sowohl vor als auch nach der Sortierung zur Verftigung zu 
stellen. Fur Rindersperma, in welchem ein Nahrstoff von Eidotterzytrat ge- 
braucht wird bei einem Level von 2% Eidotter wurde entdeckt, daB der Ge- 
brauch eines 6% Eidotterzytratlevels (d. heifit, 6% Eidottergehalt in einer 
Zytratlosung) gute Resultate ergibt. Dies ist ein Resultat der Volumina, die 
vor und nach dem Sortierungsvorgang existieren. Die Sammlerfliissigkeit 
(17) kann vor dem Sortieren mit einem Volumen von etwa 2 mm starten. 
Der Sortierungsvorgang kann etwa das Doppelte dieses Volumens hinzufu- 
gen (er endet dann beim 3-fachen des ursprunglichen Startvolumens) mit 
sehr wenig Eidotterzytrat in Losung (aufgrund von Zusammenklumpen und 
anderer FluBzytometererwagungen). Daher kann aufgrund der beteiligten 
Volumina das Endresultat beziiglich des Levels der Menge an vorhandenem 
Eidotterzytrat equivalent dem Startergebnis sein, nSmlich 2% Eidotterinhalt 
in einer Zytratlodung. Daher kann die Sammlerfliissigkeit (17) so ausge- 
wahlt werden, daB sie am Ende eine Sammlerflussigkeitsumgebung her- 
stellt, welche mit dem ursprunglichen Nahrmittel oder der anderen Flussig- 
keitsumgebung ausgeglichen ist. Auf diese Weise kann es dazu dienen, die 
Zeit und den veranderten Level der Zusammensetzung, dem die Zellen un- 
terworfen sind, zu minimieren. Natiirlich konnen diese Fliissigkeitsumge- 
bungen innerhaib des FluBzytometers vorhanden sein oder konnen zu einer 
anderen frttheren Zeit existieren, dabei ist der wichtige Punkt lediglich der, 
die Beanspruchung zu minimieren, denen die Zellen zu jeglicher Zeit ihres 
Lebenszyklusses unterworfen sind. Des weiteren, weil auch der urspriingli- 
che Gehalt an chemischer Substanz variiert werden kann (z.B. der Prozent- 
gehalt an Eidotter kann im Zytrat nach oben oder unten variiert werden), 
kann ahnlich auch die Startsammlerflussigkeitsumgebung oder verschiede- 
ne Volumina auch so variiert werden, daB das Endresultat das gleiche ist. 
Daher existiert vor dem Beginn des Sortierungsprozesses die Sammlerfliis- 
sigkeit mit einem 6% Eidottergehalt in der Zytratlosung und nach der Be- 
endigung des Sortiervorgangs kann die Sammlerfliissigkeit mit dem ge- 
schlechtsspezifischen Sperma in einer 2% Eidottergehalt- Zytratlosung 
ahnlich zum ursprunglichen Nahrmittel inhalt enden. Es sei angemerkt, daB 
im spateren Gebrauch diese Spermazellen so behandelt werden konnen, daB 
sich aus anderen Grunden ein 20%iger Eidottergehalt in der Zytratflussig- 
keit ergibt, jedoch sind diese Anderungen nicht vorgesehen, um die Zellen 
zu beanspruchen, da sie lediglich einen bekannten Teil des Gesamtbe- 
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fruchtungsprozesses darstellen. Wahrend natiirlich die Gehalte, wie der 
Fachmann leicht versteht, variiert werden konnen, kann ein 20%iger Ei- 
dotterzytratpuffer wie folgt zusammengesetzt sein: 

I. Endzusammensetzung: 

80% Natriumcytratlosung (72mM) 
20% (vol/vol) Eidotter 

II. Zubereitung fur 1 Liter: 

A. Natriumcytratlosung 

1. Plaziere 29,0 Gramm Natriumcytratdihydrat Na 3 C6H507.2H 2 0 in einen 
Kolben mit 1000 ml Volumen 

2. Fiige deionisiertes oder Nanopurwasser hinzu, um zum Volumen von 
lOOOmlaufzufullen. 

3. Transferiere auf Flaschen und autoklaviere bei 15 lbs Druck (245°F) fur 
zumindest 30 min. 

a. autoklaviere die L6sung unter Bedingungen, die eine Evaporierung 
minimieren (lose Bedeckung). 

b. sei vorsichtig, dafi das Wasser nicht wegkocht. 

4. Kuhle langsam zur Raumtemperatur ab. 

5. Bewahre versiegelt in einem 5° C kalten Raum auf. 

B. EiprSparation 

1. Besorge frische Hiihnereier von einer guten kommerziellen Quelle. 

2. Wasche die Eier frei von Schmutz (nutze nicht zu viele Detergenten) und 
spule nach. 

3. Lege die Eier fur 2-5 Minuten in 70% Ethanol ein. 
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4. Hole die Eier heraus und lasse sie trocknen (oder reibe sie trocken) und 
bewahre sie auf einem sauberen Handtuch auf). 

C. Zubereitung des Extenders 

1. Benutze sterile, saubere Glasware. 

2. A-Fraktion (Nicht-Glyzerin Fraktion) 

a. Plaziere 800mm einer 2,9% Natriumcytratlosung in einem 1000ml 
MeBzylinder. 

b. Antibiotische Level fur die Nicht-Glyzerin enthaltende Fraktion (A- 
Fraktion) des Extenders konnen wie folgt sein: 

I. Tylosin = 100^g/ml 

II. Gentamicin = SOO^ig/ml 

III. Linco-Spectin 0 300/600 jig/ml 

c. Fuge 200 ml frisches Eidotter wie unten ausgefuhrt (Sektion D) 
hinzu. 

I. Mische sehr stark. 

d. Dies stellt A-Fraktion Extender, basierend auf 2,9% Natrium- 
cytratlosung mit 20% Eidotter und Antibiotika mit Konzentrationen, 
die bekannterweise nicht toxisch fur Bullensperma sind, bereit 

e. Der Extender kann uber Nacht bei 5° aufbewahrt werden. 

f. GieBe den Uberstand (obere 800ml) am nachsten Tag ab. 

g. Erwarme auf 37°C vor dem Gebrauch am nachsten Tag. 

D. Um Eidotter zu einer gepufferten Losung hinzuzufugen, funktioniert die 
folgende Prozedur gut: 

1. Wasche das Ei und saubere die Eier (siehe B obeh) 
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2. Offne das Ei und trenne das Eidotter vom EiweiB unter Gebrauch eines 
Eidotterseparators. Alternativ dazu schutte das Eidotter zwischen den 
beiden Halften der Schalen 2-3 mal vor und zurtick. Lasse nicht die 
Membran urn das Eidotter einreiBen. 

3. Plaziere das Eidotter auf einem sterilen Stuck 15 cm Filterpapier, 

4. Halte das Filterpapier uber den MeBzylinder, der den Puffer enthalt und 
quetsche das Eidotter (zerreiBe die Membran) und erlaube dem Eidotter 
aus dem gegoldeten Filterpapier in den Zylinder zu rinnen. Typischer- 
weise konnen etwa 12 bis 15 mm des Eidotters aus einem Ei erhalten 
werden. 

Ein weiterer Aspekt der in die verschiedenen Faktoren der vorliegenden 
Erfindung hineinspieien kann, ist der des Gebrauchs von niedrig dosierten 
Mengen von Sperma fur die kunstliche Befruchtung oder ahnliches. Ein 
weiterer Hintergrund fur den Aspekt der geschlechtsspezifischen kunstli- 
chen Befruchtung kann in "Prospects for Sorting Mammalian Sperm" von 
Rupert P. Amman und George E. Seidel, Jr., Colorado Associated Univer- 
sity Press (1982) gefunden werden, dessen Inhalt hiermit in die folgende 
Anmeldung mit aufgenommen wird. Wie erwahnt, ist bei der naturlichen 
Befruchtung eine Anzahl von Spermien in der Ordnung von Milliarden von 
Spermien beteiligt. Die typische kunstliche Befruchtung wird gegenwartig 
mit Miilionen von Spermien fur Rinderspezies und Hunderten von Millio- 
nen von Spermien flir Pferdespezies durchgefuhrt. Mit dem Ausdruck 
"niedrige Dosierung" ist gemeint, dafi die Dosierung des benutzten Spermas 
bei dem Befruchtungsereignis weniger ist als die Halfte oder bevorzugter- 
weise weniger als etwa 10% der typischen Anzahl von Spermien, die in ei- 
nem typischen kunstiichen Befruchtungsereignis beteiligt ist. Daher ist der 
Ausdruck "niedrige Dosierung" im Kontext der typischen, kunstiichen Be- 
fruchtungsdosierung zu sehen oder auch als eine absolute Zahl. Fur Rinder- 
sperma, wo zur Zeit eine bis zehn Miilionen Spermien verwendet werden, 
kann als ein NiedrigdosierungsprozeB angesehen werden, der eine absolute 
Zahl von etwa 500.000 Spermien oder vielleicht nur weniger als 300.000 
Spermien oder weniger einbezieht. Tatsachlich hat durch die Benutzung der 
Techniken der vorliegenden Erfindung die kunstliche Befruchtung mit gu- 
ten Erfolgsprozentzahlen gezeigt werden konnen, bei Spermabefruch- 
tungsleveln von 100.000 bzw. 250.000 Spermien (entsprechend 41% bzw. 
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50% Schwangerschaftsraten) wie in dem Artikel "Uterine Horn Inseminati- 
on of Heifers With Very Low Numbers od Non-Frozen and Sexed Sperma- 
tozoa", wie in 48 Theriogenology 1255 (1997) publiziert wurde. Der Inhalt 
dieses Dokuments ist hiermit in die vorliegende Anmeldung mitaufgenom- 
men. Weil Spermazellen anscheinend eine Empfindlichkeit bei Verdunnung 
zeigen, konnen diese Ergebnisse eine besondere wechselseitige Abhangig- 
keit des Gebrauchs von niedrig dosierten Spermaproben mit Bezug auf die 
verschiedenen Techniken der vorliegenden Erfindung zeigen. Die Abso- 
lutanzahl kann speziesabhangig sein. Fur Pferdespezies konnen weniger als 
etwa 25, 10, 5 oder sogar eine Million Spermien als ein Niedrigdosierungs- 
prozess eingeschatzt werden. 

Ein weiterer Aspekt der wichtig sein kann, ist die Tatsache, daB das ge- 
schlechtsspezifische Sperma, das durch die vorliegenden Erfindungstechni- 
ken oder auf andere Art erhalten werden kann, in einem kunstlichen Be- 
fruchtungssystem gebraucht wird. Daher konnen die Techniken der vorlie- 
genden Erfindungen besonders relevant sein, wenn fur eine FluBzytome- 
tertechnik der Sammler (14) dazu gebraucht wird, um Sperma fur die 
kiinstliche Befruchtung bereitzustellen. Des weiteren ist moglich, daB die 
Kombination von sowohl des kunstlichen Befruchtungsgebrauchs als auch 
des Gebrauchs in einer niedrigen Dosierungsumgebung zusammen Synergi- 
en ergeben konnen, welche die verschiedenen Techniken der vorliegenden 
Erfindung besonders geeignet machen konnen. Natiirlich kann das ge- 
schlechtsspezifische Sperma nicht nur zur kunstlichen Befruchtung, son- 
dern auch in anderen Techniken, wie der Invitro-Befruchtung und ahnli- 
chem eingesetzt werden. 

Der ProzeB des Sammelns, der Sortierung und schlieBlich der Befruchtung 
eines Tiers durch die Benutzung der FluBzytometrie oder anderen Tren- 
nungstechniken, beinhaltet eine Vielzahl .von Schritten. Im Kontext der 
Rinderbefiruchtung wird zunachst der Samen vom Bullen durch den Ge- 
brauch einer kiinstliche Vagina gesammelt. Dies tritt bei Raten von etwa 
1,5 Milliarden Spermien pro Milliliter auf. Dieser reine Samen kann durch 
den Gebrauch eines Spektrophotometers gepriift werden, um die Konzen- 
tration zu bestimmen, und kann mikroskopisch evaluiert werden, um si- 
cherzustellen, daB er geeigneten Beweglichkeits- und Lebensfahigkeits- 
standards entspricht. Es konnen dann Antibiotika hinzugefugt werden. Das 
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Resultat kann die urspriingliche Probe, etwa 60-70% des fortschreitend be- 
wegungsfahigen Spermas per Ejakulat, besitzen. Zur Verarbeitung kann 
eine Verdiinnung durch eine Art TALP (Tyrode Albumin Lactat Pyruvat) 
gebraucht werden, um die Anzahl der Spermien auf ein handhabbares Level 
(zur FluBanalyse) von etwa 100 Millionen pro Milliliter zu bringen. Das 
TALP nahrt nicht nur die Spermazellen, sondern es kann sie auch hyperak- 
tiviert fur den Anfarbungsschritt machen. Vor der Anfarbung kann in eini- 
gen Spezies, wie den Pferdespezies, eine Zentrifugation erfolgen. Das An- 
farben kann entsprechend eines Multianfarbungs- oder Einzelanf&rbungs- 
protokolls erfolgen, das spatere ist der Gegenstand des Johnson-Patents und 
der damit verbundenen Technologie. Das Anfarben kann durchgefuhrt wer- 
den, wahrend auch der Extender so eingestellt wird, daB eine geeignete 
Nahrstoffumgebung erhalten wird. In Rinderanwendungen kann dies bein- 
halten, daB etwa 20% Eidotterinhalt in einer Zytratlosung sofort nach dem 
Anfarben zugegeben werden. Des weiteren ist entdeckt worden, daB es im 
Anfarben der Spermazellen, falls eine groBere Menge des Anfarbemittels 
gebraucht wird, in bestimmter Weise erwartet wird, daB bessere Resultate 
erzielt werden konnen. Dieses Hochkonzentrationsanfarben kann den Ge- 
brauch einer Menge von Anfarbemittel von mehreren 10 mikro-molaren 
Gehalts beinhalten, so wie unten in den Beispielen diskutiert, wo 38 mikro- 
molarer Inhalt des HOECHST 33342 Anfirbemittels benutzt wurde. 

Nach dem Hinzufugen des Anfarbemittels kann eine Inkubationsperiode 
benutzt werden wie eine Inkubation eine Stunde lang bei 34°C, um die 
Farbstoffaufnahme mit Konzentrationen bei etwa 100 Millionen Sperma- 
zellen pro ml zu beschleunigen. Es kann dann eine Filtration durchgefuhrt 
werden, um die Beseitigung von Klumpen von Spermazellen zu erreichen 
und dann kann eine Verdiinnung oder eine Ausweitung zur gewiinschten 
Sortierungskonzentration von etwa 100 Millionen Spermazellen pro ml 
durchgefuhrt werden. Dann kann die Sortierung entsprechend der verschie- 
denen Techniken, wie vorher diskutiert, durchgefuhrt werden, aus welchen 
die Spermazellen in der Sammlungsphase gewonnen werden. Wie vorher 
bereits erwahnt, kann die Sammlung Proben mit etwa 2% Eidotterzytrat- 
konzentrationsinhalt (fur Rinderspezies) ergeben. Diese Probe kann dann 
auf etwa 3-5 Millionen Spermazellen pro ml konzentriert werden durch den 
Gebrauch der Zentrifugation nach welcher die Hullfliissigkeit und die 
Schutzfltissigkeit entfernt werden konnen. Eine letzte Erweiterung kann 




dann mit entweder 20%igem Eidotterzytrat oder einem Cornell Universal 
Extender oder ahnlichem durchgefuhrt werden. Der Cornell Universal Ex- 
tender kann fur 1000 ml die folgende Zusammensetzung haben: 

14,5 g Natriumcytratdihydrat 

2,1 gNa HC0 3 

0,4 g KC1 

3,0 g Glukose 

9,37 g Glyzin 

0,87 g Zitronensaure 

Fur die 20%ige Eidotter Zusammensetzung konnen 800 ml der oben ge- 
nannten Preparation und etwa 200 ml Eidotter gebraucht werden. 

Nach dieser letzten Erweiterung kCnnen 3-5 Millionen Spermien pro ml 
(fur Rinderspezies) erhalten werden. Diese Probe kann dann gekuhlt wer- 
den um den Spermienmetabolismus zu verlangsamen und somit den Ge- 
brauch uber eine langere Zeitperiode zu gestatten. Bei den Pferdespezies 
kann die Probe dann in oviduktal oder anderen Befruchtungsprozessen, wie 
sie der Fachmann gut versteht, eingesetzt werden. Bei Rindersperma kann 
die Probe noch einmal auf das gewiinschte Dosierungslevel verdiinnt wer- 
den. Es ist entdeckt worden, daB die Verdiinnung einen Effekt auf die Be- 
weglichkeit der Spermazellen haben kann und somit kann es geeignet sein 
einen zu groflen Level der Verdiinnung zu vermeiden, indem man eine klei- 
nere Probe nimmt. 

Unbeachtet der gebrachten Trennungstechnik konnen zur Zeit niedrige Do- 
sierungen von etwa 300.000 Spermien pro 0,184 ml erreicht werden. Des 
weiteren kann gewiinscht sein, ein Level des Seminalplasmas bei etwa ei- 
nem 5% Level zu halten, obwohl die Resultate dieser Bedingung zur Zeit 
gemischt sind. Die Spermazellenprobe kann dann in einen Halm plaziert 
werden, zum Gebrauch bei der kiinstlichen Befruchtung und kann dann zu 
den zu befruchtenden Kiihen und Farsen gebracht werden. 

Um gunstig getimte kiinstliche Befruchtung zu erreichen, kann der Farsen- 
oder Kuhostrus entsprechend bekannter Techniken synchronisiert werden, 
wie mit Hilfe des Gebrauchs des Prostaglandins F2 a entsprechend im 
Fachwissen bekannter Techniken. Diese letzte Substanz kann insofern be- 



sonders wertvoll sein, als berichtet wurde, daB sie potentiell eine erweiterte 
Fruchtbarkeit in Farsen erreichen kann, wie im Artikel "Prostaglandin F2 0 - 
a Fertility Drug in Dairy Cattle?", 18 Theriogenology 245 (1982) diskutiert 
ist. Der Inhalt dieses Dokuments ist hiermit in die vorliegende Anmeldung 
eingeschlossen. Obwohl gegenwartige Resultate diese Pramisse nicht auf- 
recht erhalten haben, kann es sein, daB die vorliegende Erfindung ihre be- 
sondere Lebensfahigkeit in Situationen der geschlechtsspezifisch niedrig 
dosierten Befruchtung demonstriert Fur Rinderspezies kann die ktinstliche 
Befruchtung dann durch den Gebrauch von Embryotransfergerat mit der 
Plazierung der Spermazellen tief innerhalb des Uterushorns durchgefiihrt 
werden. Dies kann durchgefiihrt werden nicht im Spitzenmoment wie typi- 
scherweise in der kunstlichen Befruchtung gebraucht, sondern eher in ei- 
nem spateren Moment, wie etwa 12 Stunden nach der Zeit, seit der die 
Moglichkeit besteht, daB eine Befruchtung fur geschlechtsspezifische 
ktinstliche Befruchtung kurz darauf auftreten kann. Der Gebrauch von Em- 
bryotransfergerat kann benutzt werden, weil eine hohe Empfindlichkeit der 
Uteruswand fur solche niedrig dosierten geschlechtsspezifischen Befruch- 
tungen gegeben sein kann. 

Des weiteren konnen die Techniken auch zum Erreichen einer hoheren 
Wirksamkeit kombiniert werden. Speziell sind die Prozesse, die nun erfun- 
den worden sind und die Hochgeschwindigkeitssortierung und Niedrigdo- 
sierungsbefruchtung von geschlechtsspezifischen Embryos erlauben, auch 
in einem Tier mit Superovulation m6glich. Die Superovulation kann durch 
den Gebrauch eines Pharmazeutikums zur Superovulation oder durch jegli- 
che andere Technik erreicht werden. Das Pharmazeutikum, das die Supero- 
vulation bewirkt, dann direkt oder indirekt wirken, wie durch eine Sequenz 
von Reaktionen, urn eine groBere als die normale Produktion von Eizellen 
zu erhalten. Die Kombination mit der Superovulation ist tiberraschend, weil 
die Superovulation vorher so eingeschatzt wurde, daB sie eine solche Kom- 
bination behindert. Der Transport von Sperma wird bei Superovulation er- 
schwert, so daB Tiere oft bei mehreren Gelegenheiten kiinstlich befruchtet 
wurden und/oder mit mehrfachen Dosierungen von Samen. Auch waren 
fruhere Prozeduren der Bestimmung des Geschlechts von Samen relativ 
langsam; daher war es von Interesse, die Befruchtungsraten von einer ein- 
zigen Befruchtung mit einem Pharmazeutikum, das die Superovulation for- 
dert, festzustellen, wie FSH (Follicle stimulierendes Hormon)-behandeltes 
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Vieh mit insgesamt nur 600.000 geschlechtsspezifischen ungefroren Sper- 
mien unter Gebrauch dieser neueren Kombination von Techniken. 

Zum Beispiel wurden 12 Angus crossbred Farsen ovuliert mit Hilfe von 
Standardprozeduren: 6, 6, 4, 4, 2, 2, 2 und 2 mg FSH wurden intramuskulos 
in halbtaglichen Abstanden injiziert, beginnend zwischen den Tagen 9 und 
12 des Oestruszyklusses; 25 und 12,5 mg Prostaglandin F-2 alpha wurden 
intramuskulos injiziert zusammen mit der 6. und 7. FSH Injektion. Sperma 
von Bullen mit unbekannter Fruchtbarkeit wurde mit Hoechst 33342 einge- 
firbt und dann unter Benutzung einer MoFlo® FluB Zytometer/Zellsortierer 
sortiert, welche 700 - 800 lebende Spermien von beidem Geschlecht pro 
Sekunde ergab. Die durchschnittliche Sortierungsreinheit war 89 % des 
gewunschten Geschlechts. Die sortierten Spermien wurden bis auf 3,36 x 
10 6 Spermien pro Milliliter aufkonzentriert, durch Zentrifugation, bei 600 g 
fiir 10 min, auf 5°C abgekuhlt und vier Stunden gelagert. Dann wurden 184 
li\ in einer 0,25 ml Plastikhalm geladen; in jedes Uterushorn wurde die hal- 
be Dosis davon befruchtet, 20 - 24 Stunden nach Ansetzen des Ostrus unter 
Verwendung von automatischen Seitenoffnungs-Embryotransferscheiden. 
Die Embryos wurden gesammelt mit Hilfe von nichtchirurgischen Stan- 
dardverfahren bei 7 oder 16 Tagen nach Ostrus. Die Resultate zwischen den 
Tag 7 und Tag 16 Sammlungen und zwischen X- und Y-sortierten Spermien 
waren ahnlich. Embryos wurden von neuen Farsen gewonnen. Es gab 52 
Embryos (mittel, 4,3 ± 5,3/Donor) in normalem Entwicklungsstadium, 13 
retardierte Embryos und 31 unbefruchtfete Eizellen. Von 46 Embryos wurde 
das Geschlecht bestimmt mittels PCR unter Verwendung von Primera fur 
eine Y-Chromosom spezifische DNA Sequenz; 43 (93%) waren von dem 
gewunschten Geschlecht. Obwohl diese Studie nur wenige Tiere beinhalte- 
te, hat iiberraschenderweise die Befruchtung von superovulierten Farsen 
mit einer Gesamtzahl von nur 600.000 (lebenden) geschlechtsspezifischen 
ungefrorenen Spermien Resultate ahnlich konventionellen Prozeduren er- 
geben. Variationen des oben beschriebenen konnen auch durchgefuhrt wer- 
den, einschliefllich, aber nicht beschrankt auf das Sortieren durch andere 
als flufizytometische Mitteln, Durchfuhrung der Superovulation in anderer 
Weise, die Steigerung der Fruchtbarkeit in anderer Weise und ahniiches. 



Des weiteren kann die Kongruenz der Methoden von geschlechtsdetermi- 
nierten Sperma basierend auf dem DNA Inhalt, HochgeschwindigkeitsfluB- 



29 DE 138 82 943 71 

zytometer/Zellsortierer und Verfahren zur Befruchtung von Farsen mit we- 
niger als einer Gesamtanzahl von 500.000 Spermien ohne die Fruchtbarkeit 
zu erschweren, zur Moglichkeit einer lebendigen geschlechtsspezifischen 
Samenindustrie in Vieh innerhalb weniger Jahre fuhren. Es wird eine Viel- 
zahl von Anwendungsmoglichkeiten fur geschlechtsspezifisches Sperma 
mit einer Genauigkeit von grOBer als 85% geben. Vielleicht die am meisten 
Naheliegende ist die Befruchtung einer Untergruppe von Vieh (sowohl 
Milch als auch Fleisch) fur den Ersatz von weiblichen Herden und die Nut- 
zung der gegenteiligen Untergruppe (sowohl Milch als auch Fleisch), um 
ganz andere Typen von Bullen zur Produktion von mannlichen Exemplaren 
fur Fleisch hervorzubringen. Eine sehr wichtige Untergruppe des oben er- 
wahnten ist die Befruchtung von Farsen mit X-Chromosom tragenden 
Sperma, um weibliche Kalber zu produzieren, welche eine geringere Insi- 
denz von Dystozia als mannliche Kalber haben, hauptsachlich bedingt 
durch die geringere GroBe. Des weiteren wiirde der Nachweis von jungen 
Milchvatertieren sehr viel effizienter sein, mit einem Ubergewicht von Far- 
sen und Kalbern. Wenn man mehr als 85% FSrsenkalber hat, macht dies es 
auch moglich, Milchkuhe so zu fuhren, daB sie im Dufchschnitt weniger als . 
zwei uberlebende Kalber pro Lebenszeit bilden, was zur Reduzierung von 
Problemen, die mit Schwangerschaft und dem Gebaren assoziiert sind, 
fuhrt. Einzelgeschlechtssysteme der Fleischproduktion wurden auch mog- 
lich werden, in welchem jedes weibliche Tier sich selbst ersetzt und zwi- 
schen zwei und drei Jahren Alter geschlachtet wird.Auf diese Weise wiirde 
ein sehr viel hoherer Prozentsatz von Nahrungsmitteln im System fiir das 
Wachstum gebraucht werden und ein geringerer Prozentsatz fur die Erhal- 
tung. Geschlechtsspezifische Samen konnten fur in vitro-Befruchtung 
niitzlich seih, und um superovulierte Kuhe fur den Embryotransfer zu be- 
fruchten. Oft ist ein Geschlecht von Kalbern betrachtlich wertvoller als das 
andere und obwohl genaue Methoden der Geschlechtsbestimmung von Em- 
bryos zur Verfugung stehen, sind sie zeitaufwendig und die Halfte der pro- 
duzierten Embryos sind vom weniger wertvollem Geschlecht. Es wird ver- 
mutet, daB genau geschlechtsspezifischer Samen in weiten Kreisen fiir die 
Befruchtung von Vieh angenommen wiirde, wenn die Uberlastung durch 
die Bestimmung des Geschlechts gering ware und die Fruchtbarkeit nur mi- 
nimal beeintrachtigt wiirde. Der Prozentsatz an kunstlich befruchteten 
Fleischvieh wiirde wahrscheinlich substantiell mit dem geschlechtsspezifi- 
schen Samen steigen. 
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Interessanterweise konnen durch die Befruchtung tief im Inneren des Ute- 
rushorns bessere Resultate erreicht werden, als durch die Befruchtung in- 
nerhalb des Uteruskorpers, wo solche Befruchtungen normalerweise statt- 
fmden. Vielleicht ist es ebenso uberraschend, daB die bis jetzt studierten 
Proben keine Differenz zwischen ipsi- und kontralateralen Befruchtungen 
gezeigt haben, wenn sie tief im Inneren des Uterushorns durchgefuhrt wur- 
den. Unter tief soil verstanden werden, daB die Einfiihrung gut in das Ute- 
rushorn plaziert wird unter Gebrauch von Embyotransfergerats. Die Tatsa- 
*che, daB die Resultate beim Gebrauch von ipsi- und kontralateraler Be- 
fruchtung nicht signifikant unterschiedlich erscheinen, hat die vorliegenden 
Erfinder dazu gefuhrt, den Gebrauch der Befruchtung in beiden vorzu- 
schlagen, so daB der ProzeB der Identifikation des geeigneten Uterushorns 
nicht langer benotigt wird. 

Als Resultat der Befruchtung ist es natiirlich auch erwiinscht, daB ein Tier 
des gewiinschten Geschlechts produziert wird. Dieses Tier kann entspre- 
chend der fruher diskutierten Systeme durch den Gebrauch von ge- 
schlechtsspezifischen Spermaproben produziert werden. Es sollte auch ver- 
standen werden, daB die Techniken der vorliegenden Erfindung auch An- 
wendung in anderen Techniken finden konnen, wie der laproskopischen 
Befruchtung, der ovuduktalen Befruchtung oder ahnlichen. 

Als Beispiele sind die foigeriden Experimente durchgefuhrt worden. Ob- 
wohl nicht alle immer jeden Aspekt der hier beschriebenen Erfindung ge- 
brauchen, zeigen sie doch die Leistungssteigerungen, die durch die ver- 
schiedenen Aspekte der Erfindung moglich sind. Des weiteren ist eine Zu- 
sammenfassung einiger Experimente in dem Artikel "Uterine Horm Inse- 
mination of Heifers With Very Low Numbers of Non-frozen and Sexed 
Spermatozoa" enthalten, auf den vorher verwiesen wurde. Dieser Artikel 
faBt einige der Daten zusammen, die die Effizienz der vorliegenden Erfin- 
dung zeigen. Von den Experimenten ist eines mit den geschlechtsspezifi- 
schen ungefrorenen Spermazellen mit hohem Erfolg wie folgt durchgefuhrt 
worden: 

Beispiel 1 

Angusfarsen, im Alter von 13 bis 14 Monaten und mit mittelmaBiger kor- 
perlicher Konstitution wurden mit 25 mg Prostaglandin F-2 alpha in Inter- 
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vallen von 12 Tagen synchronisiert und 6 bis 26 Stunden nach der beob- 
achteten Standostrus befruchtet. Frisch gesammelte Samen von drei 14 bis 
16 Monate alten Bullen wurde in 38 jumol Hoechst 33342 inkubiert bei 75 x 
10 6 Spermien pro ml in einem TALP Medium fur eine Stunde bei 34°C. 
Sperma wurde sortiert durch Geschlechtschromosomen auf der Basis von 
Epifluoreszenz bei der Laseranregung bei 351 und 364 nm bei 150 mW 
unter Gebrauch eines MoFlo® FluBzytometer/Zellsortierers, der bei 50 psi 
betrieben wurde und unter Gebrauch von 2,9 % Natriumzitrat als Hullflus- 
sigkeit. X chromosomtragendes Sperma (rund 90% Reinheit wie bestatigt 
durch Resortierung von sonikatierten Spermaaliquoten) wurden bei rund 
500 lebenden Spermien pro Sekunde gesammelt in 2 ml Eppendorf Rohren, 
die lOOjil Cornell Universal Extender (CUE) mit 20% Eidotter enthielten. 
Das gesammelte Sperma wurde zentrifugiert bei 600 x g fur 10 Minuten 
und resuspendiert zu 1,63 x 10 6 lebenden Spermien pro ml in CUE. Fur ei- 
ne Flussigsamen nicht geschlechtsspezifische Kontrolle wurden Hoechst 
33342 angefarbte Spermien mit Hullflussigkeit zu 9 x 10 5 Spermien pro ml 
verdiinnt und zentrifugiert und resuspendiert zu 1,36 x 10 6 progressiv be- 
weglichen Spermien pro ml in CUE. Geschlechtsspezifische Samen und 
fliissige Kontrollsamen wurden auf 5°C iiber 75 min abgekuhlt und in 0,25 
ml Halme geladen (184^1 pro Halm). Die Halme wurden bei 3 bis 5° in ei- 
nem temperaturkontrollierten Getrankekiihler 240 km fur Befruchtungen 
nach 5 bis 9 Stunden nach der Sortierung gebracht. Geschlechtsspezifische 
Samen und fliissiger Kontrollsamen wurden befruchtet unter Benutzung 
von seitenoffnungsblauen Scheiden, (IMV), eine Halfte von dem jeweiligen 
Halm in jedes Uterushorn (3 x 10 5 lebende Spermien/pro Farse). Als Stan- 
dardkontrolle wurde Samen von den selben Bullen eingefroren in 0,5 cc 
Halme mitteis Standardprozeduren (mittlere 15,6 x 10 6 bewegliche Spemi- 
en/Dosierung nach dem Auftauen) aufgetaut bis auf 35°C in 30 Sekunden 
und befruchtet in den UteruskSrper. Die Behandlungen wurden ausgegli- 
chen iiber die drei Bullen und zwei Befruchtungen in einem Verhaltnis von 
3:2:2 fiir die Befruchtungen mit dem geschlechtsspezifischen Samen und 
die zwei Kontrollen. Schwangerschaft wurde mitteis Ultraschall 31 bis 34 
Tage nach der Befruchtung festgestellt und 64 bis 67 Tage spater bestatigt, 
wobei auch das Geschlecht der Foten bestimmt wurde (blind). Daten sind in 
der Tabelle aufgefUhrt. 



Behandlung 


Anzaht an her- 


Anzah! Schwan- 


Anzahl Schwan- 


Keine weiblichen 
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vorgebrachten 
Farsen 


ger-Tage31 -34 


ger-Tage 64-67 


Foten 


Geschlechtsspe- 
zifischer Samen 


45 


20 (44%) 


19(42%) 


18(95%) a 


Fliissige Kon- 
trolle 


28 


15 (54%) 


15(54%) 


8 (53%) b 


Gefrorene Kon- 
trolle 


29 


16(55 %) 


15 (52%) 


12 (80%) c 



a ' Geschlechtsverhaltnis von Werten mit unterschiedlichen hochgestellten 
Buchstaben unterscheiden sich (P<0,02) 



Obwohl die Schwangerschaftsrate mit dem geschlechtsspezifischen Samen 
nur 80% der Kontrollversuche betrug, war diese Differenz nicht statistisch 
signifikant (>0,1). Eine Schwangerschaft wurde verloren nach 64 - 67 Ta- 
gen sowohl in der geschlechtsspezifischen als auch der gefrorenen Kon- 
trollgruppe. 18 der 19 Foten (95%) waren weiblichen in der geschlechts- 
spezifischen Gruppe und 20 von 30 (67%) waren weiblich in den Kontroll- 
gruppen. Die fliissige Samenkontrolle ergab eine nahezu identische 
Schwangerschaftsrate im Vergleich zu der gefrorenen Samenkontrolle, die 
tiber 50 mal mehr bewegliche Spermien enthielt (iiber 120 mal mehr Ge- 
samtsperma), somit ist die Wirksamkeit der niedrigdosierten Befruchtung 
in das Uterushorn demonstriert. Wir haben das Geschlechtsverhaltnis in 
Vieh signifikant geSndert unter Verwendung von FluBzytometer- 
Technologie und kunstlicher Befruchtung. 

In ahnlicher Weise wurde ein Experiment mit nicht geschlechtsspezifischen 
ungefrorenen Spermazellen durchgefuhrt und kann folgenderweise berichtet 
werden: 

Beispiel 2 

Die Absicht war, die Schwangerschaftsraten zu bestimmen, wenn Farsen 
mit extrem kleinen Zahlen an gefrorenem Sperma unter idealen Feldbedin- 
gungen befruchtet werden. Samen von drei Holstein Bullen von der oben 
erwahnten durchschnittlichen Fruchtbarkeit wurde in homogenisierter 
Milch erweitert, 7% Glyzerin (CSS) Extender plus 5% homologes Seminal- 
plasma zu 2 x 10 5 , 5 x 10 5 Oder 10 x 10 6 (Kontrolle) Gesamtspermien pro 
0.25 ml French Halm und gefroren in beweglichem flussigen Stickstoff- 
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dampf. Samen wurde aufgetaut in 37°C warmen Wasser fur 20 Sekunden. 
Holstein Farsen im Alter von 13 bis 15 Monaten, welche 350 bis 450 kg 
wogen, wurde 25 mg Prostaglandin F2-alpha (Lutalyse®) zweimal in einem 
Zwolftage-Intervall injiziert und befruchtet mit einem Embryotransferhalm- 
Gewehr und Seitenoffnungsscheide, die Halfte des Samens tief in jedes 
Uterushorn 12 oder 24 Stunden nach der Detektion des Ostrus. Das Expe- 
riment wurde innerhalb von 5 Monaten funfmal wiederholt und ausgegli- 
chen uber zwei Befruchtungstechniker. Die Umgebungstemperatur wahrend 
der Zuchtung war oft -10 bis -20°C, so daB darauf aufgepaBt wurde, daB 
das Befruchtungsequipment warmgehalten wurde. Die Schwangerschaft 
wurde festgestellt durch die Detektion von einem beweglichen Fotus unter 
Verwendung von Ultraschall 40 bis 44 Tage nach Ostrus und 55 bis 62 Ta- 
ge nach Ostrus bestatigt; vier von 202 Empfangenen wurden verloren zwi- 
schen diesen Zeiten. Tag 55 bis 62 Schwangerschaftsraten waren 55/103 
(53%), 71/101 (70%) und 72/102 (71%) fiir, 2 x 10 5 , 5 x 10 5 und 10 x 10 6 
Gesamtsperma/Befruchtungen (P<0,1). Schwangerschaftsraten waren unter- 
schiedlich (P<0,05) zwischen Bullen (59, 62 und 74%), aber nicht zwischen 
Technikern (64 und 65%) oder der nach Ostrus Befruchtungszeiten (65% 
fur 12 Stunden und 64% fur 24 Stunden, N-153 zu jeder Zeit). Mit den Be- 
schriebenen Methoden waren die Schwangerschaftsraten in Farsen mit 5 x 
10 5 und 10 x 10 6 Gesamtsperma pro Befruchtungsprobe ahnlich. 

Ein Experiment ist auch durchgefuhrt worden mit geschlechtsspezifischen 
ungeborenen Spermazellen und kann wie folgt berichtet werden: 

Beispiel 3 

Samen wurde von Bullen bei der Atlantic Breeders Cooperativ gesammelt, 
verdunnt 1:4 mit einem HEPES-gepufferten Extender + 0,1 % BSA und 160 
km (rund 2 HR) nach Beltsville, Maryland, transportiert, wo es bei Raum- 
temperatur mit Hilfe von FluBzytometrie in eine TEST-Ausbeute (20%) 
Extender sortiert wurde, bei Verwendung von Methoden wie vorher be- 
schrieben (Biol. Reprod. 41:199). Sortieraten von bis zu 2 x 10 6 Spermien 
von jedem Geschlecht pro 5 bis 6 Stunden bei einer Reinheit von etwas 
90% wurden erreicht. Sperma wurde mittels Zentrifugation (300 gr fur 4 
min) konzentriert auf 2 x 10 6 Spermien pro ml. Einige Spermien wurden im 
Extender sortiert, das homologes Seminalplasma (Endkonzentration, 5%) 
enthielt. Sortiertes Sperma wurde mit dem Flugzeug nach Colorado (rund 
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2600 km) verschickt und entweder bei Raumtemperatur oder bei 5°C gela- 
gert (wahrend der Versendung uber 6 Stunden in einem Equitainer gekuhlt, 
ein isoliertes Gerat mit einem eishaltigen Kompartment). 

Farsen oder trockene Kiihe in weichen der Ostros 12 oder 36 Stunden vor- 
her festgestellt worden war, wurden innerhalb von 9-29 Stunden nach dem 
Ende der Spermasortierungssession befruchtet, Sperma (1 zu 2 x 10 5 in 0,1 
ml) wurde tief in das Uterushorn ipsilateral zum Eierstock mit dem gross- 
ten Follikel, wie mittels Ultraschall bestimmt, zur Zeit der Befruchtung de- 
poniert. 

Keines def 10 weiblichen Tiere wurde schwanger als sie mit Sperma be- 
fruchtet wurde, das bei Raumtemperatur verschickt und gelagert wurde. 
Von 29 weiblichen Tieren, die mit Sperma, das wahrend des Verschickens 
auf 5 Grad abgekuhlt wurde, waren noch 14 nach 4 Wochen schwanger und 
12 (41%) nach 8 Wochen. 11 der 22, die innerhalb von 10 Stunden nach 
dem Ende des Sortierungsprozesses befruchtet wurden, wurden nach 8 Wo- 
chen schwanger aber nur eine von 7, die 17-24 Stunden nach dem Sortier- 
vorgang befruchtet wurden, war schwanger. Es gab keinen signifikanten 
Effekt der Hinzufugung vom seminalem Plasma. Einer der 12 Foten war 
nicht von dem vorausbestimmten Geschlecht einer war unklar, und 10 wa- 
ren von dem vorausbestimmten Geschlecht, wie bestimmt mittels Ultraso- 
nographic nach 60-70 Tagen der Schwangerschaft. In der Folge wurden 33 
zusatzliche Farsen mit 0,05 ml (Samen verlangert wie oben beschrieben) in 
jedes Uterushorn ohne den Gebrauch von Ultrasonographic befruchtet; nur 
3 wurden 4 Wochen nach der Befruchtung schwanger und nur eine blieb 
nach 8 Wochen schwanger. Es wurden jedoch verschiedene Bullen von den 
vorangegangenen Gruppen benutzt und alle Befruchtungen wurden 18-29 
Stunden nach dem Sortiervorgang durchgeftihrt. Weitere 38 Farsen wurden 
in 200 km Entfernung von unserem Labor mit sortiertem Sperma yon einem 
anderen Bullen in gleicher Weise befruchtet (rund 22 Stunden nach dem 
Sortiervorgang); keine von diesen war nach 8 Wochen nach der Befruch- 
tung schwanger. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass es m5glich ist, Schwanger- 
schaften in Vieh mittels kunstlicher Befruchtung von Sperma, das nach den 
Geschlechtschromosomen mittels Flusszytometrie sortiert wurde, zu errei- 
chen und das Geschlechtsverhaltnis von Foten approximiert dasjenige, das 
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durch eine Re-analyse der sortierten Spermien fur ihren DNA-Kontent 
(90%) vorhergesagt wurde. Jedoch variierten die Schwangerschaftsraten 
stark in diesen vorlaufigen Experimented welche eine Verschickung des 
Spermas iiber weitere Distanzen erforderte. Die Fruchtbarkeit fiel drastisch 
durch einen Nach-Sortierungsprozefl von 17 Stunden, es gab jedoch einige 
Unordnung weil verschiedene Bullen zu verschiedenen Zeiten benutzt wur- 
den. Weitere Studien werden benStigt, um zu bestimmen, ob die beobach- 
teten Variationen der Schwangerschaftsraten durch Bullendifferenzen, Be- 
fruchtungstechniken im Interval zwischen Sortierung und Befruchtung oder 
anderen Faktoren bestimmt werden. 

Schliesslich wurde auch ein Experiment durchgefuhrt mit geschlechts- 
unspezifischen, ungefrorenen Spermazellen, welches wie folgt wiedergege- 
ben werden kann: 

Beispiel 4: 

Das Ziel war die Bestimmung von Schwangerschaftsraten bei Befruchtung 
der Farsen mit der geringen Anzahl von Spermien unter idealen experi- 
mentellen Bedingungen. Sperma von drei Holsteinbullen wurde verlangert 
in Cornell Universal Extender plus 5% homologem Seminalplasma zu 1 x 
10 5 oder 2,5 x 10 5 Spermien pro 0,1 ml; 2,5 x 10 6 Gesamtsperma pro 0,25 
ml wurde zur Kontrolle gebraucht. Voll-verlangerter Samen wurde in modi- 
fierte 0,25 ml plastic French Halme gepackt um die 0,1 oder 0,25 ml Be- 
fruchtungsdosen zu liefern. Der Samen wurde auf 5 Grad abgekiihlt und 26- 
57 Stunden nach der Sammlung benutzt. Holsteinfarsen im Alter von 12-15 
Monaten bei einem Gewicht von 350-450 kg wurde 25 mg Prostagladin F2 
alpha (Lutalyse •) in 12 Tagen-Intervallen injiziert und 24 h nach Detektion 
des Ostrus mit einem Befruchtungsrohr und Seitenoffnungsscheide in ein 
Uterushorn befruchtet. Die Befruchtung war ipsilateral zu der Seite mit 
dem grossten Follikel, das 12 Stunden nach Ostros mit Ultraschall be- 
stimmt wurde, die Seite der Ovulation wurde durch die Bestimmung eines 
Corpus Luteum mittels Ultraschall 7-9 Tage Post Ostrus verifiziert. Die 
Schwangerschaft wurde durch die Bestimmung eines Fotus durch Ultra- 
schall 42-45 Tage post estros festgestellt. Das Experiment wurde viermal 
wiederholt und iiber 3 Befruchtungstechniker ausgeglichen. Die Ovulati- 
onsseite wurde in 205 von 225 Farsen korrekt bestimmt (91%). Erstaunli- 
cherweise waren die Schwangerschaftsraten fur ipsilaterale und kontralate- 
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rale Befruchtungen fast identisch. Die Schwangerschaftsraten waren 38/93 
(41%) 45/87 (52%), und 25/45 (56%) fur 1 x 10 5 , 2,5 x 10 5 und 2,5 x 10 6 
Spermien/Befruchtungsprobe (p>0,l). Es gab eine signifikante Differenz in 
der Schwangerschaftsrate (p>0,05) unter den Technikern aber nicht unter 
den Bullen. Mit den beschriebenen Methoden kann es moglich sein, die 
Anzahl von Spermien pro Befruchtungsprobe in ausreichender Weise zu 
reduzieren, so dass nach dem Geschlecht sortiertes Sperma mit einem 
Schusszytometer kommerziell verwendet werden konnte. 

Wie erwahnt und wie die verschiedenen Experimenten zeigen, ist das Ge- 
biet statistisch basiert und daher kann eine Vielzahl von weiteren Experi- 
menten durchgeftihrt werden urn die geeignete Kombinationen und Ein- 
grenzungsstrategien zu zeigen. Daher werden Synergien zwischen ver- 
schiedenen Effekten weiter identifiziert werden, wie z.B. Umstande in wel- 
chen die Farbstoffeffekte und kombinierten Farbstoffeffekte mit der La- 
seranregung studiert werden konnen. Die Diskussion in dieser Anmeldung 
soil als eine grundlegende Beschreibung dienen. Der Leser sollte sich der 
Tatsache bewusst sein, dass die spezifische Diskussion nicht explizit alle 
moglichen Ausfuhrungsformen beschreiben mag; viele Alternativen sind 
implizit. Sie vermag nicht die generische Natur der Erfindung vollstandig 
zu beschreiben und vermag nicht explizit zeigen, wie jedes Merkmal oder 
Element tatsachlich representativ fur eine breitere Funktion oder fur eine 
grosse Anzahl von Alternativen oder aquivalenten Elementen sein kann. Es 
sei nochmals gesagt, dass diese implizit in dieser Offenbarung enthalten 
sind. Wo die Erfindung in einer gerateorientierten Terminologie beschrie- 
ben ist, meistert jedes Element des Gerats implizit eine Funktion. Vorrich- 
tungsansprttche konnen nicht nur fur die beschriebenen Gerate eingeschlos- 
sen sein sondern auch Methoden oder Verfahrensanspriiche konnen einge- 
schlossen sein, um die Funktionen der Erfindung und die Leistung jegli- 
chen Elements anzusprechen. Weder die Beschreibung noch die Termino- 
logie soil den Umfang der Anspriiche, welche eingereicht werden konnen, 
limitieren. Es sollte verstanden werden, dass eine Vielzahl von Anderungen 
gemacht werden konnen, ohne von der Essenz der Erfindung wegzugehen. 
Solche Anderungen sind auch implizit in der Beschreibung eingeschlossen. 
Sie fallen auch noch in den Bereich dieser Erfindung. Eine breite Offenba- 
rung, die sowohl die expliziten Ausfuhrungsformen, wie gezeigt, als auch 
die grosse Vielzahl von impliziten alternativen Ausfuhrungsformen und die 
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breiten Methoden oder Prozesse oder ahnliches umfasst, sind von dieser 
Offenbarung umfasst. 

ZusStzlich kann jedes der verschiedenen Elemente der Erfindung und der 
Anspriiche auch auf vielerlei Weise erreicht werden. Diese Offenbarung 
sollte so verstanden werden, dass sie jegliche dieser Variationen umfasst, 
sei es eine Variation einer Ausfiihrungsform, einer Vorrichtungs- 
ausfuhrung, einer Methode oder Verfahrensausfuhrung oder nur eine Va- 
riation irgendeines der Elemente davon. Besonders sollte verstanden wer- 
den, dass, weil die Offenbarung mit den Elementen der Erfindung verbun- 
den ist, die Worter fur jedes Element durch aquivalente Vorrichtungsbegrif- 
fe oder Methodenbegriffe ausgedrilckt werden konnen - sogar wenn nur die 
Funktion oder das Ergebnis dasselbe ist. Solche aquivalenten, breiteren 
oder sogar generischeren Ausdriicke sollten in der Beschreibung von jedem 
Element oder Handlung fest miteinbezogen werden. Solche Ausdriicke 
k6nnen - wo erwunscht - ersetzt werden, urn die implizite breite Abdek- 
kung, fur welche diese Erfindung vorgesehen ist explizit zu machen. Es 
sollte nur als ein Beispiel verstanden werden, dass alle Handlungen als ein 
Mittel zur Durchfuhrung dieser Handlung ausgedriickt werden konnen oder 
als ein Element, welches diese Handlung bewirkt. Ahnlich sollte jedes of- 
fenbarte physikalische Element so verstanden werden, als auch die Offen- 
barung der Handlung mitumfasst ist, welche das physikalische Element er- 
leichtert. Nur ein Beispiel dieses Aspekts, die Offenbarung eines "Samm- 
lers" soil so verstanden werden, auch die Offenbarung des Aktes der 
"Sammlung" - ob explizit diskutiert oder nicht - zu umfassen - und so hur 
der Akt des "Sammelns" pffenbart ist soil die Offenbarung auch so verstan- 
den werden, dass auch die Offenbarung eines "Sammlers" umfasst ist. Sol- 
che Anderungen und alternativen Begriffe sollen so verstanden werden, 
dass sie explizit in dieser Beschreibung eingeschiossen sind. Desweiteren 
sollte auch verstanden werden, dass zusatzlich zu den urspriinglich prSsen- 
tierten Anspriichen die Ansprtiche variiert werden konnen, urn noch expan- 
siver ansprechen zu k5nnen zumindest I): GerSte wie hier offenbart und 
beschrieben, II) die verbundenen Methoden, offenbart und beschrieben, III) 
gleiche aquivalente und sogar implizierte Variationen von jeder dieser Ce- 
rate und Methoden, IV) diese alternativen Designs, welche jede der Funk- 
tionen zeigen wie offenbart und beschreiben, V.) diese alternativen Designs 
und Methoden, welche der gezeigten Funktionen wie sie implizit sind zu 
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erreichen, um das was offenbart und beschreiben ist zu erreichen, VI) jedes 
Merkmal, Komponente und Schritt, das als separate und unabhangige Er- 
findung gezeigt ist und VII) die vielfaltigen Kombinationen und Permuta- 
tionen von jeglichem oben gesagtem. Um dem Verstandnis der Erfindung 
zu helfen konnen eine Reihe von publizierten Referenzen nutzlich sein. 
Diese werden im folgenden aufgelistet und der Inhalt der Dokumente ist 
hiermit in folgender Anmeldung eingeschlossen; jedoch soweit Aussagen in 
Betracht kommen, die nicht konsistent mit Patentierung dieser Erfindung 
(EN) sind, sind solche Aussagen ausdriicklich nicht als von den Anmeldern 
gemacht anzusehen. Potentiell niitzliche Referenzen schliessen ein: 
5660997; 5589457; 5514537; 5439362; 5346990; 5135759; 5021244; 
4999283; 4749458; 4698142; 4680258; 4511661; 4448767; 4362246; 
4339434; 4276139; 4225405; 4191749; 4155831; 4092229; 4085205; 
4083957; 4067965; 4009260; 3894529; 3687806; RE32350. Niitzliche Re- 
ferenzen konhen ebenfalls die folgenden Publikationen einschliessen: "In- 
semination of Holstein Heifers with very low numbers of unfrozen Sper- 
matozoa". G.E. Seidel, Jr., C.H. Allen, Z. Brink, J.K. Graham, und M.B. 
Cattell, Colorado State University, Fort Collins, Atlantic Breeders Coope- 
rative, Lancaster, PA., DUO Dairy, Loveland, CO. Juli 1995; "Artificial 
Insemination with X- and Y-Bearing Bovine Sperm", G.E. Seidel, Jr., L.A. 
Johnson, C.A. Allen, G.R. Welch, M.D. Holland, Z. Brink and M.B. Cat- 
tell, Animal Reproduction and Biotechnology Laboratory, Colorado State 
University, Fort Collins, CO; Germplasm and Gamete Physiology Lab, 
ARS, USDA, Beltsviee, MD; Atlantic Breeders Coop, Lancaster PA; DUO 
Diary, Loveland, CO, USA Januar 1996;"Insemination of Heifers with Very 
Low Numbers of Frozen Spermatozoa." G. E. Seiderl, Jr., C.H. Allen, Z. 
Brink, M.D. Holland, and M.B. Cattell, Colorado State University, Fort 
Collins, Atlantic Breeders Cooperative, Lancaster, PA, DUO Dairy, Love- 
land, CO, July 1996; "Production of Lambs by Low Dose Intrauterine In- 
semination With Flow Cytometrically Sorted and Unsorted Semen,", D.G. 
Cran, W.A.C. McKelvey, M.E. King, D.F. Dolman, T.G. McE.voy, P.J. 
Broadbent and JJ. Robinson, Mastercalf, Craibstone, Bucksburn, Aberde- 
en, AB21 9TN, UK Scottish Agricultural College, Craibstone, Bucksburn, 
Aberdeen. AB21 9YA, UK, Theriogenology, Page 267; "Uterine Horn In- 
semination of Heifers With Very Low Numbers of Nonfrozen and Sexed 
Spermatozoa,"G.E. Seidel, Jr., C.H. Allen, L.A. Johson, M.D. Holland, 
Z.Brink, G.R. Welch, J.K. Graham and M.B. Cattell, Animal Reproduction 
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and Biotechnology Laboratory Colorado State University, Atlantic Bree- 
ders Cooperative, Lancaster, PA 17601, Germplasm and Gamete Physiolo- 
gy Laboratory ARS, USDA, Beltsville, MD 20705, DUO Diary, Loveland, 
CO 80538, Theriogenology 48: 1255-1264, 1997; "Capacitation of Bovine 
Sperm by Heparin," J.J. Parrish, J. Susko-Parrish, M.A. Winer, and N.L. 
First, Department of Meat and Animal Science, University of Wisconsin, 
Madison, WI 53706, Biology of Reproduction 38, 1171-1180 (1988); 
"Prostaglandin F2a - A Fertility Drug in Dairy Cattle?", K.L. Macmillan 
and A.M. Day, Ruakura Animal Research Station, Private Bag, Hamilton, 
New Zealand, Theriogenology, September 1982, VOL. 18 No. 3, pages 
245-253; "Prospects for Sexing Mammalian Sperm", Colorado Associated 
University Press, Animal Reproduction Laboratoy College of Veterinary 
Medicine and Biomedical Sciences, Colorado State University, Fort Col- 
lins, CO, 80523 Edited by Rupert P. Amann and George E. Seidel, Jr., 
1982; "Effects of Egg Yolk-Citrate and Milk Extenders on Chromatin 
Structure and Viability of Cryopreserved Bull Sperm", J Dairy Sci 74:3836, 
D.S. Karabinus and D.P. Evenson and M.T. Kaproth; "Assessment of Ram 
and Boar Spermatozoa during Cell-sorting by Flow Cytomerty", Reprod. 
Dom Anim 32:251; "Superovulation of Goats with Purified pFSH Supple- 
mented with Defined Amounts of pLH", Therio. 43:797, M.A. Nowshari, 
J.F. Beckers, and W. Holtz; "Gender Preselection in Mammals: An Over- 
view", Dtsch. tierarztl. Wschr. 103:285, L.A. Johson. 

Innerhalb dieser Beschreibung, ausgenommen dass der Kontext es anders 
verlangt, wird das Wort "umfassend" oder Variationen desselben wie "um- 
fasst" oder "umfassend", verstanden werden als solches, welches den Ein- 
schluss eines Elements oder Integers oder Gruppe von Elementen oder In- 
tegers impliziert aber nicht den Ausschluss von jeglichen anderen Elemen- 
ten oder Integer oder Gruppen von Elementen oder Integers. 
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Patentanspruche 



1. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit vorherbestimmten Geschlecht, 
das die Schritte: 

a) Sarnmeln von Spennazellen einer mannlichen Spezies des Saugetiers; 

b) Bestimmung der Geschlechtscharakteristik einer Vielzahl dieser Sperma- 
zellen; 

c) Sortieren dieser Spennazellen entsprechend der Bestimmung ihrer Ge- 
schlechtscharakteristik; 

d) Herstellen einer Befruchtungsprobe, die eine geringe Anzahl dieser Sper- 
mazellen im Vergleich zu der Dosierung bei der typischen kunstlichen Be- 
fruchtung enthalt; 

e) Einfiihrung von zumindest eines Teils dieser Befruchtungsprobe in eine 
weibliche Spezies dieses Saugetiers; 

f) Befiruchtung von zumindest einem Ei innerhalb der weiblichen Spezies des 
Saugetiers mit Erfolgsleveln, die statistisch mit denjenigen vergleichbar 
sind, die mit der Dosierung bei der typischen geschlechtsunspezifischen 
kunstlichen Befruchtung erreicht werden; und 

g) Herstellen eines Saugetierabkommlings des gewtinschten Geschlechts. 

2. Verfahren zur Herstellung eines SSugetiers mit vorherbestimmtem Geschlecht 
gemaB Anspruch 1, wobei der Schritt der Befruchtung von zumindest einem 
Ei innerhalb der weiblichen Spezies des Saugetiers mit Erfolgsleveln, die sta- 
tistisch mit denjenigen vergleichbar sind, die mit der Dosierung bei einer typi- 
schen kunstlichen Befruchtung erreicht werden, den Schritt der Befruchtung 
von zumindest einem Ei innerhalb der weiblichen Spezies des Saugetiers bei 
einem Erfolgslevel ausgewahlt aus der Gruppe von zumindest 35 %, zumin- 
dest 41%, zumindest 50% und zumindest 90% umfafit. 

3. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit einem vorherbestimmten Ge- 
schlecht gemaB Anspruch 2, wobei der Schritt des Sammelns von Spermazel- 
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len von einer mannlichen Spezies des Saugetiers den Schritt des Sammelns 
von Spermazellen von einem mannlichen Spezies des Saugetiers ausgewahlt 
aus der Gruppe von Rindern und Pferden umfaBt. 

4. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit vorherbestimmten Geschlecht 
gemaB Anspruch 1, wobei der Schritt des Herstellens einer Befruchtungspro- 
be, die eine geringe Anzahl der Spermazellen im Vergleich zu der Dosierung 
bei der typischen kiinstlichen Befruchtung enthalt, den Schritt des Herstellens 
einer Befruchtungsprobe, die nicht mehr als 10% der typischen Anzahl von 
Spermien, wie sie in einem typischen geschlechtsunspezifischen kiinstlichen 
Befruchtungsvorgang verwendet werden, umfafit. 

5. Verfahren zur Herstellung eines SSugetifers mit vorherbestimmten Geschlecht 
gemaB Anspruch 3, wobei der Schritt des Herstellens einer Befrachtungspro- 
be, die eine geringe Anzahl der Spermazellen im Vergleich zu der Dosierung 
bei einer typischen kiinstlichen Befruchtung enthalt, den Schritt des Herstel- 
lens einer Befruchtungsprobe ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus: 
einer Rinderbefruchtungsprobe von nicht mehr als 100.000 Spermazellen, ei- 
ner Rinderbefruchtungsprobe von nicht mehr als 250.000 Spermazellen, einer 
Rinderbefruchtungsprobe von nicht mehr als 300.000 Spermazellen, einer 
Pferdebefruchtungsprobe von nicht mehr als 1.000.000 Spermazellen, einer 
Pferdebefruchtungsprobe von nicht mehr als 5.000.000 Spermazellen, einer 
Pferdebefruchtungsprobe von nicht mehr als 10.000.000 und einer Pferdebe- 
fruchtungsprobe von nicht mehr als 25.000.000 Spermazellen, umfaBt. 

6. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit vorherbestimmten Geschlecht 
gemaB einem der Anspriiche 1, 2, 3, 4 oder 5, wobei die Schritte der Einfuh- 
rung von zumindest einem Teil der Befruchtungsprobe in eine weibliche Spe- 
zies dieses Saugetiers und der Befruchtung von zumindest einem Ei innerhalb 
der weiblichen Spezies des Saugetiers bei Erfolgsleveln, die statistisch mit 
denjenigen vergleichbar sind, die mit der Dosierung bei der typischen ge- 
schlechtsunspezifischen kiinstlichen Befruchtung erreicht werden, alle in einer 
Feldumgebung durchgefuhrt werden. 

7. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit vorherbestimmtem Geschlecht 
gemaB Anspruch 6, wobei die Schritte der Einfuhrung von zumindest einem 
Teil der Befruchtungsprobe in eine weibliche Spezies des Saugetiers und der 
Befruchtung von zumindest einem Ei innerhalb der weiblichen Spezies des 
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Saugetiers mit Erfolgsleveln, die statistisch mit denjenigen vergleichbar sind, 
die mit der Dosierung bei der typischen geschlechtsunspezifischen kunstlichen 
Befruchtung erreicht werden in einer Feldumgebung die Schritte des wieder- 
holten Einfuhrens einer signifikanten Anzahl von Befruchtungsproben in eine 
signifikante Anzahl der weiblichen Spezies des Saugetieres in schneller Ab- 
folge und unter Bedingungen wie sie auf einer Farm oder Ranch herrschen, 
umfassen. 

8. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mti vorherbestimmtem Ge- 
schlecht gemaB Anspruch 1, 2, 3, 4 oder 5, worin das Saugetier Uterus- 
horner besitzt und wobei der Schritt der Einfiihrung von zumindest eines 
Teils der Befruchtungsprobe in eine weibliche Spezies des Saugetiers 
den Schritt der Einfiihrung der Befruchtungsprobe sowohl ipsi- als auch 
kontralateral innerhalb der Uterushorner des Saugetiers umfaBt. 

9. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit vorherbestimmtem Ge- 
schlecht gemaB Anspruch 1, 2, 3, 4 oder 5, worin das Saugetier zumin- 
dest ein Uterushorn besitzt und worin der Schritt der Einfiihrung von 
zumindest eines Teils der Befruchtungsprobe in eine weibliche Spezies 
des Saugetiers den Schritt der Einfiihrung der Befruchtungsprobe tief in- 
nerhalb des Uterushorns umfaBt. 

10. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit vorherbestimmtem Ge- 
schlecht gemaB Anspruch 8, wobei der Schritt der Einfiihrung von min- 
destens einem Teil der Befruchtungsprobe in eine weibliche Spezies 
weiter den Schritt der Einfiihrung der Befruchtungsprobe tief innerhalb 
des Uterushorns umfaBt. 

11. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit vorherbestimmtem Ge- 
schlecht gemaB Anspruch 9, wobei der Schritt der Einfiihrung von zu- 
mindest eines Teils der Befruchtungsprobe in eine weibliche Spezies des 
Saugetiers weiter den Schritt der Einfiihrung der Befruchtungsprobe in- 
nerhalb des Uterushorns durch den Gebrauch von Embryotransfer- 
gerat umfaBt. 

12. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit vorherbestimmtem Ge- 
schlecht gemSB Anspruch 10, wobei der Schritt der Einfiihrung von zu- 
mindest eines Teils der Befruchtungsprobe in eine weibliche Spezies des 
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Saugetiers weiter den Schritt der Einfuhrung der Befruchtungsprobe in- 
nerhalb des Uterushorns durch den Gebrauch von Embryotransfergerat 
umfaBt. 

13. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit vorherbestimmtem Ge- 
schlecht gemafi Anspruch 8, wobei der Schritt der Einfiihrung von zu- 
mindest eines Teils der Befruchtungsprobe in eine weibliche Spezies des 
Saugetiers den Schritt der Einfuhrung der Befruchtungsprobe 12 Stunden 
nach der Zeit, welche im allgemeinen als optimal fur eine einzelne 
kunstliche Befruchtung erachtet wird, umfaBt. 

14. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit vorherbestimmtem Ge- 
schlecht gemafi Anspruch 12, wobei der Schritt des Herstellens einer Be- 
fruchtungsprobe, die eine geringe Anzahl der Spermazellen im Vergleich 
zu der Dosierung bei der typischen kiinstlichen Befruchtung enthalt, den 
Schritt des Herstellens einer ungefrorenen Befruchtungsprobe umfaBt, 
wobei der Schritt des Sortierens der Spermazellen entsprechend der Be- 
stimmung ihrer Geschlechtscharakteristik bei einem Sortierungszeitpunkt 
auftritt und wobei der Schritt der Einfuhrung von zumindest eines Teils 
der Befruchtungsprobe in eine weibliche Spezies des Saugetiers nicht 
spater als etwa 17 Stunden vom Sortierungszeitpunkt an erfolgt. 

15. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit vorherbestimmtem Ge- 
schlecht gemafi Anspruch 12, wobei der Schritt des Herstellens einer Be- 
fruchtungsprobe, die eine geringe Anzahl der Spermazellen im Vergleich 
zu der Dosierung bei der typischen kiinstlichen Befruchtung enthalt, den 
Schritt des Herstellens einer . ungefrorenen Befruchtungsprobe umfaBt, 
worin der Schritt des Sortierens der Spermazellen entsprechend der Be- 
stimmung ihrer Geschlechtscharakteristik zu einem Sortierungszeitpunkt 
erfolgt und wobei der Schritt der Einfuhrung von zumindest eines Teils 
der Befruchtungsprobe in eine weibliche Spezies des Saugetieres nicht 
spater als 10 Stunden nach dem Sortierungszeitpunkt erfolgt. 

16. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit vorherbestimmtem Ge- 
schlecht gemafi Anspruch 6, worin der Schritt der Bestimmung der Ge- 
schlechtscharakteristik einer Vielzahl der Spermazellen den Schritt des 
Anfarbens der Zellen mit einer hohen Konzentration an Anfarbemittel 
umfaBt. 
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17. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit vorherbestimmtem Ge- 
schlecht gemaB Anspruch 6, wobei der Schritt der Bestimmung der Ge- 
schlechtscharakteristik einer Vielzahl der Spermazellen den Schritt der 
Anfdrbung dieser Zellen mit zumindest ungefdhr 38 mikromolarem In- 
halt des Anfarbemittels umfaBt. 

18. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit vorherbestimmtem Ge- 
schlecht gemaB Anspruch 1, worin die Schritte der Bestimmung der Ge- 
schlechtscharakteristik einer Vielzahl der Spermazellen und des Sortie- 
rens dieser Spermazellen entsprechend der Bestimmung ihrer Ge- 
schlechtscharakteristik die Schritte: 

a. Herstellen einer Zellquelle, welche die zu sortierenden Zellen liefert, 

b. chemische Abstimmung einer Hullflussigkeit, um eine Hullflussigkeit- 
sumgebung fur die Zellen herzustellen, welche sowohl mit einer Vor- 
sortierungs- als auch Nachsortierungsfliissigkeitsumgebung abge- 
stimmt ist; 

c. Bestimmung einer Eigenschaft der Zellen; 

d. Unterscheiden zwischen Zellen mit einer gewunschten Geschlecht- 
scharakteristik; 

e. Sammeln der Zellen mit der gewunschten Geschlechtscharakteristik. 

19. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit vorherbestimmtem Ge- 
schlecht gemaB Anspruch 6, wobei die Schritte der Bestimmung der Ge- 
schlechtscharakteristik einer Vielzahl der Spermazellen und des Sortie- 
rens dieser Spermazellen entsprechend der Bestimmung ihrer Ge- 
schlechtscharakteristik die Schritte umfaBt: 

a. Herstellen einer Zellquelle, welche die zu sortierenden Zellen liefert; 

b. chemisches Abstimmen einer Hullflfissigkeit, um eine Hullfliissigkeit- 
sumgebung fur die Zellen herzustellen, welche sowohl mit einer Vor- 
sortierungs- als auch Nachsortierungsflussigkeitsumgebung abge- 
stimmt ist; 

c. Bestimmung einer Eigenschaft der Zellen; 
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d. Unterscheiden zwischen Zellen mit einer gewiinschten Geschlecht- 
scharakteristik; 

e. Sammeln der Zellen mit der gewiinschten Geschlechtscharakteristik. 

Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit vorherbestimmtem Ge- 
schlecht gemafl Anspruch 1, worin die Schritte der Bestimmung der Ge- 
schlechtscharakteristik einer Vielzahl der Spermazellen und des Sortie- 
rens dieser Spermazellen entsprechend der Bestimmung ihrer Ge- 
schlechtscharakteristik die Schritte umfassen: 

a. Herstellen einer Zellquelle, welche zu sortierende Rinderspermaquel- 
len liefert; 

b. Herstellen einer Hullflussigkeit fur die Rinderspermazellen, welche 
etwa 2,9% Natrium-Zitrat enthalt; 

c. Feststellen einer Eigenschaft besagter Zellen; 

d. Unterscheidung zwischen Zellen, die die gewunschte Geschlechtscha- 
rakteristik besitzen; 

e. Sammeln der Zellen mit der gewiinschten Geschlechtscharakteristik. 

21. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit vorherbestimmtem 
Geschlecht gemafi Anspruch 1, wobei die Schritte der Bestimmung der 
Geschlechtscharakteristik einer Vielzahl der Spermazellen und des 
Sortierens dieser Spermazellen entsprechend der Bestimmung ihrer 
Geschlechtscharakteristik die Schritte umfaBt: 

a. Herstellen einer Zellquelle, welche zu sortierende Pferdesper- 
maquellen liefert; 

b. Herstellen einer Hullflussigkeit fur die Pferdespermazellen, welche 
ein Hepes-gepuffertes Medium enthalt; 

c. Bestimmung einer Eigenschaft der Zellen; 



d. Unterscheidung zwischen Zellen mit gewiinschter Geschlechtscha- 
rakteristik; 
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e. Sammeln der Zellen mit der gewiinschten Geschlechtscharakteristik 

22. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit vorherbestimmtem Ge- 
schlecht gemaB Anspruch 1, wobei die Schritte der Bestimmung der Ge- 
schlechtscharakteristik einer Vielzahl der Spermazellen und des Sortie- 
rens dieser Spermazellen entsprechend der Bestimmung ihrer Ge- 
schlechtscharakteristik die Schritte umfaBt: 

a. Herstellung einer Zellquelle, welche die zu sortierenden Zellen liefert; 

b. Herstellen einer Hullflussigkeit fur die Zellen; 

c. Bestimmung einer Eigenschaft dieser Zellen; 

d. Unterscheidung zwischen Zellen mit gewunschter Geschlechtscharak- 
teristik; 

e. Sammeln der Zellen mit der gewiinschten Geschlechtscharakteristik 
unter Abfederung des Aufpralls der Zellen mit Hilfe eines Sammelbe- 
halters. 

23. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit vorherbestimmtem Ge- 
schlecht gemaB Anspruch 1, wobei die Schritte der Bestimmung der Ge- 
schlechtscharakteristik einer Vielzahl der Spermazellen und des Sortie- 
rens dieser Spermazellen entsprechend der Bestimmung ihrer Ge- 
schlechtscharakteristik die Schritte umfassen: 

a. Herstellung einer Zellquelle, welche zu sortierende Rinderspermazel- 
len liefert; 

b. Herstellen einer Hullflussigkeit fur die Rinderspermazellen; 

c. Feststellen einer Eigenschaft dieser Zellen; 

d. Unterscheidung zwischen Zellen mit gewunschter Geschlechtscharak- 
teristik; 

e. Sammeln der Rinderspermazellen mit der gewiinschten Geschlecht- 
scharakteristik in einer Zitrat-Sammelflussigkeit, die etwa 6% Eidotter 
vor dem Beginn des Sammelschrittes enthalt. 
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24. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit vorherbestimmtem Ge- 
schlecht, das den Schritt der Herstellung des Saugetiers unter Verwen- 
dung der Prozesse gemaB einem der Anspruche 18, 19, 20, 21, 22 oder 
23umfaBt. 

25. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit vorherbestimmtem Ge- 
schlecht gemaB Anspruch 24, das weiter den Schritt des Sortierens der 
Zellen unter hoher Geschwindigkeit umfaBt. 

26. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit vorherbestimmtem Ge- 
schlecht gemaB Anspruch 1, weiter den Schritt des Gebrauchs eines 
Ovulationspharmazeutikums, um die Produktibn einer Vielzahl von Eiern 
hervorzurufen und wobei der Schritt der Befruchtung von zumindest ei- 
nes Eis innerhalb der weiblichen Spezies des Saugetiers mit Erfolgs- 
leveln, die statistisch mit denjenigen vergleichbar sind, die mit der Do- 
sierung bei der typischen geschlechtsunspezifischen kUnstlichen Be- 
fruchtung erreicht werden, den Schritt der Befruchtung einer Vielzahl 
dieser Eier zur Produktion von geschlechtsbestimmten Mehrfach- 
Embryos umfaBt. 

27. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit vorherbestimmtem Ge- 
schlecht gemaB Anspruch 26, worin der Schritt des Gebrauchs eines 
Ovulationspharmazeutikums, um die Produktion einer Vielzahl von Eiern 
zu bewirken, den Schritt der Injektion einer Dosierung eines Follikel 
stimulierenden Hormons mehrmals an einem Tag umfaBt. 

28. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit vorherbestimmtem Ge- 
schlecht gemaB Anspruch 27, wobei der Schritt der Injektion einer Do- 
sierung von Follikel stimulierendem Hormon mehrmals am Tage den 
Schritt der Injektion des Follikel stimulierenden Hormons in etwa halb- 
tagigen Abstanden bei einem Dosierungslevel von 6,6,4,2,2,2 und 2 mg 
zwischen den Tagen 9 und 12 innerhalb des Ostruszyklusses umfaBt und 
weiter den Schritt der Injektion von 25 bzw 12,5 von Prostaglandin F-2- 
alpha zusammen mit der 6. bzw. 7. Dosierung des Follikel stimuliernden 
Hormons umfaBt. 



29. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit vorherbestimmtem Ge- 
schlecht gemSB Anspruch 26, das weiter die Schritte umfaBt: 



OE .198 82 943 T1 

a. Anfarben der Spermazellen eines mannlichen Saugetiers; 

b. Sortierung entsprechend des Geschlechts dieser Spermazellen durch 
den Gebrauch einer HochgeschwindigkeitsfluBzytometrie; 

c. Konzentrierung dieser Spermazellen. 

30. Verbessertes FluBzytometersystem zur Isolierung von gewunschten Zel- 
len, das umfafit: 

a. eine Zellquelle, welche die vom FluBzytometer zu analysierenden 
Zellen liefert; 

b. eine Hullfliissigkeit, welche eine Hullflussigkeitsumgebung fiir die 
Zellen schafft, welche etwa 2,9 % Natrium-Zitrat enthalt; 

c. eine Dtise, durch die die Zellen passieren, wahrend sie sich in der 
Hullflussigkeitsumgebung befinden; 

d. ein Oszillator, welcher auf die Hullfliissigkeit wirkt> wahrend sie 
durch die Duse tritt 

e. ein Zellensensorsysstem, welches auf die Zellen anspricht 

f. ein Sortierungs-Unterscheidungssystem, welches so wirkt, daB Zellen 
mit einer gewunschten Charakteristik aussortiert werden und 

g. ein Sammler, in welchen die Zellen mit einer gewunschten Charakteri- 
stik plaziert werden. 

31. Verbessertes FluBzytometersystem zur Isolation von gewunschten Zellen 
gemafi Anspruch 30, worin die Zellquelle Rinderspermazellen umfaBt. 

32. Verbessertes FluBzytometersystem zur Isolation von gewunschten Zel- 
len, das umfaBt: 

a. eine Zellquelle, welche vom FluBzytometer zu analysierende Zellen 
liefert; 

b. eine Hullfliissigkeit, welche eine Hullflussigkeitsumgebung fur die 
Zellen schafft, welche ein Hepes-gepuffertes Medium enthalt; 
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c. eine Duse, durch die die Zellen passieren, wahrend sie sich in der 
Hullflussigkeitsumgebung befinden; 

d. ein Oszillator, welcher auf die Hullflussigkeit wirkt, wahrend sie 
durch die Dtise tritt 

e. ein Zellensensorsysstem, welches auf die Zellen anspricht 

f. ein Sortierungs-Unterscheidungssystem, welches so wirkt, daB Zellen 
mit einer gewunschten Charakteristik aussortiert werden und 

g. ein Sammler, in welchen die Zellen mit einer gewunschten Charakteri- 
stik plaziert werden. 

33. Verbessertes FluBzytometersystem zur Isolation von gewunschten Zellen 
gemaB Anspruch 32, wobei die Zellquelle Pferdespermazelien umfaBt. 

34. Verbessertes FluBzytometersystem zur Isolation von gewunschten Zel- 
len, das umfaBt: 

a. eine Zellquelle, die die vom FluBzytometer zu analysierenden Zellen 
liefert; 

b. eine Htillflussigkeitsquelle, welche eine Hullflussigkeitsumgebung fur 
die Zellen schafft; 

c. eine Duse, durch welche die Zellen passieren, wahrend sie sich in der 
Hullflussigkeitsumgebung befinden; 

e. einen Oszillator, welcher auf die Hullflussigkeit wirkt, wahrend sie 
durch die Duse tritt; 

d. ein Zellsensorsystem, welches auf die Zellen anspricht; 

f. ein Sortierungs-Unterscheidungssystem, welches so wirkt, daB Zellen 
mit einer gewtinschten Charakteristik aussortiert werden und 

g. einen Sammler, in welchen Zellen mit einer gewunschten Charakteri- 
stik plaziert werden und welcher eine Zitrat-Sammelflussigkeit um- 
faBt, die etwa 6% Eidotter enthalt. 
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35. Verbessertes FluBzytometersystem zur Isolation von gewunschten Zellen 
gemaB Anspruch 34, worin die Hullfliissigkeitsquelle eine Losung mit 
etwa 2,9 % Natrium-Zitrat umfafit. 

36. Verbessertes FluBzytometersystem zur Isolation von gewunschten Zellen 
gemaB Anspruch 34 oder 35, worin die Zellquelle Rinderspermazellen 
umfaBt. 

37. Verbessertes FluBzytometersystem zur Isolation von gewunschten Zellen 
umfassend: 

a. eine Zellquelle, welche vom FluBzytometer zu analysierende Zellen 
liefert; 

b. eine Hullfliissigkeitsquelle, welche eine Hullflussigkeitsumgebung ftir 
die Zellen schafft; 

c. eine Duse, durch welche die Zellen passieren, wahrend sie sich in der 
Hullflussigkeitsumgebung befinden; 

e. einen Oszillator, welcher auf die Hullfliissigkeit wirkt, wahrend sie 
durch die Duse tritt; 

d. ein Zellsensorsystem, welches auf die Zellen anspricht; 

f. ein Sortierungs-Unterscheidungssystem, welches so wirkt, daB Zellen 
" mit einer gewunschten Charakteristik aussortiert werden und 

g. einen Sammler, in welchen die Zellen mit einer gewunschten Charak- 
teristik plaziert werden und welcher ein Testrohr mit physikalischen 
Charakteristiken eines stromangepaBten Behalters umfaBt. 

38. Verbessertes FluBzytometersystem zur Isolation von gewunschten Zellen 
gemSB Anspruch 37, worin die Zellquelle umfaBt, die mechanisch emp- 
findlich sind. 

39. Verbessertes FluBzytometersystem zur Isolation von gewunschten Zellen 
gemaB Anspruch 30, 32 oder 34, worin die Zellquelle Zellen die auf eine 
chemische Zusammensetzung in einer umgebenden Fliissigkeitsumge- 
bung hyper-ansprechempfindlich sind, umfaBt. 
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40. Ein verbessertes FluBzytometersystem zur Isolation von gewiinschten 
Zellen gemaB Anspriichen 30, 32, 34 oder 37, worin der Sammler ge- 
braucht wird, um eine niedrige Dosierung von Spermien bereitzustellen. 

41. Verbessertes FluBzytometersystem zur Isolation von gewiinschten Zellen 
gemaB Anspruch 40, worin die Diise, der Oszillator, das Zellsensorsy- 
stem und das Sortierungs-Unterscheidungssystem Teil eines FluBzyto- 
metersystems sind, und worin das FluBzytometersystem einen Hochge- 
schwindigkeitssortierer umfaBt. 

42. Verbessertes FluBzytometersystem zur Isolation von gewiinschten Zellen 
gemaB Anspruch 37, worin die Diise, der Oszillator, das Zellsensorsy- 
stem und das Sortierungs-Unterscheidungssystem Teil eines FluBzyto- 
metersystems sind, und worin das FluBzytometersystem einen Hochge- 
schwindigkeitssortierer umfaBt. 

43. Geschlechtsbestimmte Spermaprobe, die entsprechend eines Systems wie 
in einem der Anspruche 30, 32, 34, 35, 37, 51, 59, 63, 105, 107, 88 oder 
101 hergestell ist. 

44. Geschlechtsbestimmte Spermaprobe gemaB Anspruch 43, worin der 
Sammler dazu gebraucht wird, eine geringe Dosierung von Spermien be- 
reitzustellen. 

45. Geschlechtsbestimmte Spermaprobe gemaB Anspruch 43, worin die Dii- 
se, der Oszillator, das Zellsensorsystem und das Sortierungs- 
Unterscheidungssystem Teil eines FluBzytometersystems sind, und worin 
das FluBzytometersystem einen Hochgeschwindigkeitssortierer umfaBt. 

46. Geschlechtsbestimmte Spermaprobe gemaB Anspruch 44, worin der 
Sammler dazu gebraucht wird, eine geringe Dosierung von Spermien be- 
reitzustellen. 

47. Saugetier, das durch die Verwendung von geschlechtsbestimmten 
Spermaproben, die mit einem System hergestelit wurden wie in einem 
der Anspruche 30, 32, 34, 35, 37, 51, 59, 63, 105, 107, 88 oder 101 be- 
schrieben sind, hergestelit wurde. 




48. Saugetier gemaB Anspruch 47, worin das Saugetier durch die Benutzung 
einer niedrigen Dosierung von Sperma hergestellt wurde. 

49. Saugetier gemaB Anspruch 47, worin die Diise, der Oszillator, das Zell- 
sensorsystem und das Sortierungs-Unterscheidungssystem Teil eines 
FluBzytometersystems sind, und worin das FluBzytometersystem einen 
Hochgeschwindigkeitssortierer umfaBt. 

50. Saugetier gemaB Anspruch 48, worin das Saugetier durch den Gebrauch 
einer niedrigen Dosierung von Sperma hergestellt wurde. 

51. Ein verbessertes FluBzytometersystem zur Isolation von gewiinschten 
Zellen umfassend: 

a. eine Zellquelle, welche vom FluBzytometer zu analysierende Zellen 
liefert; 

b. eine chemisch abgestimmte Hullflussigkeitsquelle, welche eine Hull- 
fltissigkeitsumgebung fur die Zellen schafft, und welche so ausge- 
wahlt ist, daB sie mit sowohl mit der Vorsortierungs- als auch der 
Nachsortierungszellflussigkeitsumgebung abgestimmt ist; 

c. eine Diise, durch welche die Zellen passieren, wahrend sie sich in der 
Hullflussigkeitsumgebung befinden; 

d. einen Oszillator, welcher auf die Htillflussigkeit wirkt, wahrend sie 
durch die Dtise tritt; 

e. ein Zellsensorsystem, welches auf die Zellen anspricht; 

f. ein Sortierungs-Uunterscheidungssystem, welches so wirkt, daB Zellen 
mit gewunschter Charakteristik aussortiert werden und 

g. einen Sammler, in welchen die Zellen mit gewunschter Charakteristik 
platziert werden. 

52. Verbessertes FluBzytometersystem zur Isolation von gewiinschten Zellen 
gemaB Anspruch 51, worin die Vorsortierungs- und Nachsortierungszell- 
fliissigkeitsumgebungen zumindest eine hyper-ansprechempfindliche 
chemische Zusammensetzung enthalten, auf welche die Zellen besonders 
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ansprechen, und worin die chemisch abgestimmte Hullflussigkeitsquelle 
Veranderungen dieser hyper-ansprechempfindlichen chemischen Zu- 
sammensetzung minimiert. 

53. Verbessertes FluBzytometersystem zur Isolation von gewunschten Zellen 
gemaB Anspruch 52, wobei die hyper-ansprechempfindliche chemische 
Zusammensetzung eine metabolische chemische Zusammensetzung um- 
faBt. 

54. Verbessertes FluBzytometersystem zur Isolation von gewunschten Zellen 
gemaB Anspruch 52, worin die hyper-ansprechempfindliche chemische 
Zusammensetzung ein Zitrat umfaBt. 

55. Verbessertes FluBzytometersystem zur Isolation von gewunschten Zellen 
gemaB Anspruch 51, worin die Zellquelle die Vorsortierungszellflussi- 
keitsumgebung schafft und worin der Sammler die Nachsortierungszell- 
fltissigkeitsumgebung schafft. 

56. Verbessertes FluBzytometersystem zur Isolation von gewunschten Zellen 
gemaB Anspruch 52, wobei die Zellquelle nicht 7 reparierende Zellen um- 
faBt. 

57. Verbessertes FluBzytometersystem zur Isolation von gewunschten Zellen 
gemaB Anspruch 56, worin die Zellquelle Zellen umfaBt, die eine nicht- 
transcribierende DNS besitzen. 

58. Ein verbessertes FluBzytometersystem zur Isolation von gewiinschten 
Zellen gemaB Anspruch 56, worin die Zellquelle Zellen umfaBt, die eine 
nicht-replizierende DNS haben. 

59. Verbessertes FluBzytometersystem zur Isolation von gewunschten Zellen 

gemaB Anspruch 56, worin die Zellquelle Spermazellen umfaBt. 

60. Verbessertes FluBzytometersystem zur Isolation von gewunschten Zellen 
gemaB Anspruch 52 oder 54, worin die Zellquelle Rinderspermazellen 
umfaBt. 

61. Ein verbessertes FluBzytometersystem zur Isolation von gewunschten 
Zellen gemaB Anspruch 52, worin die Zellquelle Pferdespermazellen um- 
faBt. 
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62. Verbessertes FluBzytometersystem zur Isolation von gewtinschten Zellen 
gemaB Anspruch 51, worin die Zellquelle Zellen umfaBt, welche hyper- 
ansprechempfindlich auf eine chemische Zusammensetzung einer Hull- 
fliissigkeitsumgebung sind. 

63. Verbessertes FluBzytometersystem zur Isolation von gewtinschten Zellen 
gemaB Anspruch 59, worin der Saramler dazu gebraucht wird, urn eine 
niedrige Dosierung der Spermien bereitzustellen. 

64. Verbessertes FluBzytometersystem zur Isolation von gewtinschten Zellen 
gemaB Anspruch 63, worin die niedrige Dosierung der Spermien eine 
Dosierung von weniger als etwa 10% der typischen Dosierung umfaBt. 

65. Verbessertes FluBzytometersystem zur Isolation von gewtinschten Zellen 
gemaB Anspruch 63, worin die Spermazellen Rinderspermazellen umfas- 
sen und worin die niedrige Dosierung der Spermien eine Dosierung von 
weniger als etwa 500.000 Spermien umfaBt. 

66. Verbessertes FluBzytometersystem zur Isolation von gewtinschten Zellen 
gemaB Anspruch 63, worin die Spermazellen Rinderspermazellen umfas- 
sen und worin die niedrige Dosierung der Spermien eine Dosierung von 
weniger als etwa 300.000 Spermazellen umfaBt. 

67. Verbessertes FluBzytometersystem zur Isolation von gewtinschten Zellen 
gemaB Anspruch 63, worin die Spermazellen Pferdespermazellen umfas- 
sen und worin die niedrige Dosierung der Spermien eine Dosierung von 
weniger als etwa 10.000.000 Spermazellen umfaBt. 

68. Verbessertes FluBzytometersystem zur Isolation von gewtinschten Zellen 
gemaB Anspruch 54, worin die chemisch abgestimmte Hullflussigkeits- 
quelle eine Losung umfaBt, die etwa 2,9 % Natrium-Zitrat enthalt. 

69. Verbessertes FluBzytometersystem zur Isolation von gewtinschten Zellen 
gemSfl Anspruch 68, worin die Zellquelle Rinderspermazellen umfaBt. 

70. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewiinschter Zellen umfas- 
send: 

a) eine Zellquelle, welche vom FluBcytometer zu analysierende Quellen lie- 
fert; 
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b) eine Hullflussigkeitsquelle, die eine Hiillflussigkeitsumgebung fur die Zel- 
len schaffi, welche eine Losung umfafit, die etwa 2,9 % Natriumcitrat ent- 
halt; 

c) eine Diise, durch welche die Zellen passieren, wahrend sie der Hullfliissig- 
keitsumgebung ausgesetzt sind; 

d) einen Oszillator, welcher auf die Hullflussigkeit wirkt, wahrend sie durch 
die Dtise tritt; 

e) ein Zellsehsorsystem, welches auf die Zellen anspricht; 

f) ein Sortierungs-Unterscheidungssystem, welches so wirkt, da8 Zellen mit 
einer gewunschten Charakteristik aussortiert werden und 

g) einen Sarnmler, in weichen die Zellen mit einer gewunschten Charakteristik 
plaziert werden. 

71. Verbessertes Fluficytometersystem zur Isolation gewunschter Zellen gemaU 
Anspruch 69, worin der Sarnmler dazu benutzt wird, urn Sperma fur die 
kiinstliche Befruchtung bereitzustellen. 

72. Verbessertes Fluficytometersystem zur Isolation gewunschter Zellen gemaB 
Anspruch 69, worin der Sarnmler dazu benutzt wird, urn eine niedrige Dosie- 
rung von Spermien fur die kiinstliche Befruchtung bereitzustellen. 

73. Verbessertes FluBcytometer system zur Isolation gewunschter Zellen gemaB 
Anspruch 54, worin die chemisch abgestimmte Hullflussigkeitsquelle eine Lo- 
sung umfafit, die ein Hepes-gepuffertes Medium enthalt. 

74. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewiinschter Zellen gemafi 
Anspruch 73, worin die Zellquelle Rinderspermazellen umfaBt. 

75. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewunschter Zellen, umfas- 



send: 



a) eine Zellquelle, welche die vom FluBcytometer zu analysierenden Zellen 
liefert; 
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b) eine Hullflussigkeitsquelle, welche eine Hullflussigkeitumgebung fur die 
Zellen schaflft und welche eine Losung umfaflt, die Hepes-gepuffertes Me- 
dium enthalt; 

c) eine Diise, durch welche die Zellen passieren, wahrend sie sich in der Hiill- 
flussigkeitsumgebung befinden; 

d) einen Oszillator, welcher auf die Hullflussigkeit wirkt, wahrend sie durch 
die Diise tritt; 

e) ein Zellsensorsystem, welches auf die Zellen anspricht; 

f) ein Sortierungs-Unterscheidungssystem, welches so wirkt, daB Zellen mit 
einer gewunschten Charakterisitk aussortiert werden und 

g) einen Sammler, in welchem die Zellen mit der gewtinschten Charakteristik 
plaziert werden. 

76. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewtinschter Zellen gemaB 
Anspruch 74, worin der Sammler dazu benutzt wird, urn Sperma fur die 
ktinstliche Befruchtung bereitzustellen. 

77. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewtinschter Zellen gemaB 
Anspruch 74, worin der Sammler dazu benutzt wird, um eine niedrigere Do- 
sierung von Spermien fur die kiinstliche Befruchtung bereitzustellen. 

78. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewtinschter Zellen gemSB 
Anspriichen 51, 52, 54, 59, 72 oder 77, worin die Diise, der Oszillator, das 
Zellsensorsystem und das Sortierungs-Unterscheidungssystem Teil des FluB- 
cytometersystems sind und worin das FluBcytometersystem einen Hochge- 
schwindigkeitszellsortierer umfaBt. 

v 79. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewtinschter Zellen gemaB 
Anspruch 78, worin der Hochgeschwindigkeitssortierer die zu analysierenden 
Zellen mit einer Rate von zumindest 500 Sortierschritten pro Sekunde sortiert. 

80. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewtinschter Zellen gemaB 
Anspruch 78, worin der Hochgeschwindigkeitssortierer bei einem Druck von 
zumindest etwa 50 pounds per square inch betrieben wird. 
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81. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewiinschter Zellen gemaB 
Anspruch 59, worin der Sammler einen Behalter mit einem Abfederungsele- 
ment umfaBt. 

82. Verbessertes Fluficytometersystem zur Isolation gewiinschter Zellen gemaB 
Anspruch 81, worin der Behalter eine weite Sammelrohre umfaBt 

83. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewiinschter Zellen, umfas- 
send 

a) eine Zellquelle, welche die vom FluBcytometer zu analysierenden Rinder- 
spermazellen liefert; 

b) eine chemisch abgestimmte Hiillflussigkeitsquelle, welche eine Hiillflussig- 
keitsumgebung fur die Zellen schafft, und welche etwa 2,9 % Natriumcitrat 
enthalt; 

c) eine Diise, durch welche die Zellen passieren, wahrend sie sich in der Hahl- 
fliissigkeitsumgebung befinden, 

d) einen Oszillator, welcher auf die Hullflussigkeit wirkt, wahrend sie durch 
die Diise tritt; 

e) ein Zellsensorsystem, welches auf die Zellen anspricht; 

f) ein Sortierungs-Unterscheidungssystem, welches so wirkt, daB Zellen mit 
einer gewiinschten Charakteristik aussortiert werden, die einen Sammler, in 
welchen die Zellen mit der gewiinschten Charakteristik plaziert werden, 
welcher eine Citratsammelflussigkeit enthalt, die etwa 6% Eidotter umfaBt, 
und der dazu verwendet wird, eine Dosierung von weniger als etwa 500 000 
Spenhien bereitzustellen; 

und worin die Diise, der Oszillator, das Zellsensorsystem und das Sortierungs- 
Unterscheidungssystem Teil eines FluBcytometersystems sind, welches die zu 
analysierenden Zellen mit einer Rate von zumindest etwa 500 Soertierungs- 
schritten pro Sekunde sortiert und bei einem Druck von zumindest etwa 50 
pounds per square inch betrieben wird. 

84. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewiinschter Zellen, umfas- 
send: 



ST 

a) eine Zellquelle, welche vom FIuBcytometer zu analysierende Pferdesperma- 
zellen bereitstellt; 

b) eine chemisch abgestimmte Hiillflussigkeitsquelle, welche eine Hullfliissig- 
keitsumgebung fur die Zellen schafft und welche ein Hepes-gepuffertes 
Medium enthalt; 

c) eine Duse, durch welche Zellen passieren, wahrend sie sich in der Hiillflus- 
sigkeitsumgebung befinden; 

d) einen Oszillator, welcher auf die Hiillflussigkeit wirkt, die durch die Diise 
tritt; 

e) ein Zellsensorsystem, welches auf die Zellen anspricht; 

f) ein Sortierangs-Unterscheidungssystem,. welches so wirkt, daB Zellen mit 
einer gewiinschten Charakteristik aussortiert werden; 

g) einen Sammler, in welchen Zellen mit der gewiinschten Charakteristik pla- 
ziert werden und welcher eine Sammelflussigkeit enthalt, die ein Hepes- 
gepuffertes Medium umfaBt und welcher dazu gebraucht wird, um eine Do- 
sierung von weniger als etwa 10 Millionen Spermien bereitzustellen; 

und worin die Diise, der Oszillator, das Zellsensorsystem, das Sortierungs- 
Unterscheidungssystem Teil eines FluBcytometersystems sind, welches die zu 
anaiysierenden Zellen mit einer Rate von zumindest etwa 500 Sortierungs- 
schritten pro Sekunde sortiert und bei einem Druck von zumindest 50 pounds 
per square inch betrieben wir. 

Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewiinschter Zellen, umfas- 
send: 

a) eine Zellquelle, die vom FIuBcytometer zu analysierende Zellen liefert; 

b) ein Mittel zur Minimierung der Anderungen zwischen einer Hullflussigkeit- 
sumgebung der Zellen und sowohl einer Vorsortierungs- als auch Nachsor- 
tierungszellflussi gkeitsumgebung; 

c) eine Diise, durch welche die Zellen passieren, wahrend sie sich in der Hull- 
flussigkeitsumgebung befinden; 
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d) einen Oszillator, welcher auf die Hullflussigkeit wirkt, wahrend sie durch 
die Duse tritt; 

e) ein Zellsensorsystem. welches auf die Zellen anspricht; 

f) ein Sortierungs-Unterscheidungssystem, welches so wirkt, daB Zellen mit 
einer gewunschten Charakteristik aussortiert werden und 

g) ein Sammler, in welchem Zellen mit der gewunschten Charakteristik pla- 
ziert werden. 

86. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewunschter Zellen gemaB 
Anspruch 85, worin das Mittel zur Minimierung der Anderungen zwischen der 
Hullflussigkeitsumgebung und sowohl der Vorsortierungs- als auch der Nach- 
sortierungsflussigkeitumgebung die Hullflussigkeit umfaBt. 

87. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewunschter Zellen gemaB 
Anspruch 85 oder 86, worin der Sammler eine Sammlerflussigkeit besitzt und 
worin das Mittel zur Minimierung der Veranderungen zwischen der Hullflus- 
sigkeitsumgebung der Zellen und sowohl der Vorsortierungs- als auch der 
Nachsortierungszellflussigkeitsumgebung die Sammelfltissigkeit umfaBt. 

88. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewunschter Zellen, umfas- 



a) eine Zellquelle, welche vom Fluficytometer zu analysierende Zellen liefert; 

b) eine Hullflussigkeitsquelle, welche eine Hullflussigkeitsumgebung fur die 
Zellen schafft,; 

c) eine Duse, welche die Zellen passieren, wahrend sie sich in der Hullflussig- 
keitsumgebung befinden; 

d) einen Oszillator, welcher auf die Hullflussigkeit wirkt, wahrend sie durch 
die Duse tritt; 

e) ein Zellsensorsystem, welches auf die Zellen anspricht; 



send: 



f) ein Sortiemngs-Unterscheidungssystem, welches so wirkt, daB Zellen mit 
einer gewunschten Charakteristik aussortiert werden und 
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g) eineri Sammler, in welchen Zellen mit einer gewtinschteri Charakteristik 
plaziert werden und welcher chemisch abgestimmte Sammelfltissigkeit 
Htillfltissigkeitsquelle umfaBt, welcher eine Sammelfltissigkeitsumgebung 
fiir die Zellen umfaBt, welche so ausgewahlt ist, daB sie mit einer vorherge- 
henden Zellflussigkeitsumgebung abgestimmt ist. 

89. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewtinschter Zellen gemaB 
Anspruch 88, worm die Sammlerfliissigkeit Nahrstoffe enthalt, welche so ab- 
gestimmt sind, um den Level der Nahrstoffe nach der Beendigung des Sortie- 
rungsvorgangs der Zellen auszugleichen. 

90. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewtinschter Zellen gemaB 
Anspruch 89, worin die Sammlerfliissigkeit eine Citratlosung umfaBt, die etwa 
6 % Eidotter enthalt. 

91. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewtinschter Zellen gemaB 
Anspruch 89 oder 90, worin die Zellquelle, welche Zellen umfaBt, die hy- 
peransprechempfindlich auf eine gemischte Zusamensetzung der Sammelfliis- 
sigkeitsumgebung sind. 

92. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewtinschter Zellen gemaB 
Anspruch 88 oder 89, worin die Zellquelle Spermazellen umfaBt. 

93. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewtinschter Zellen gemaB 
Anspruch 90, worin die Zellquelle Rinderspermazellen umfaBt. 

94. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewtinschter Zellen gemaB 
Anspruch 88, worin der Sammler benutzt wird, um eine niedrige Dosierung 
von Spermien bereitzustellen. 

95. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewtinschter Zellen gemaB 
anspruch 94, worin die niedrige Dosierung von Spermien eine Dosierung von 
weniger als etwa 10 % der typischen Dosierung umfaBt. 

96. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewtinschter Zellen gemaB 
anspruch 94, worin die Spermazellen Rindersprmazelien umfassen und worin 
die niedrige Dosierung der Spermien eine Dosierung von weniger als etwa 500 
000 Spermien umfaBt. 
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97. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewunschter Zellen gemaB 
Anspruch 94, worin die Spermazellen Rinderspremazellen umfassen und 
worin die niedrige Dosierung der Spermien eine Dosierung von weniger als 
etwa 300 000 Spermien umfaBt. 

98. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewunschter Zellen gemaB 
Anspruch 88, 93 oder 94, worind die Dtise, der Oszillator, das Zellsensorsy- 
stem und das Sortierungs-Unterscheidungssystem Teile eines FluBcytometer- 
systems sind und worin das FluBcytometersystem einen Hochgeschwindig- 
keitszellsortierer umfaBt. 

99. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewunschter Zellen gemaB 
Anspruch 98, worin der Hochgeschwindigkeitszellensortierer die zu analysie- 
renden Zellen mit einer Rate von zumindest etwa 500 Sortierungsschritten pro 
Sekunde sortiert. 

100. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewunschter Zellen gemaB 
Anspruch 98, worin der Hochgeschwindigkeitszellensortierer mit einem Druck 
von zumindest 50 pounds per square inch betrieben wird. 

101. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewunschter Zellen gemaB 
Anspruch 88, worin die Hullfliissigkeitsquelle eine chemisch abgestimmte 
Hullfliissigkeitsquelle umfaBt, die eine Hullflussigkeitsumgebung fur die Zel- 
len schafft, die so ausgewahlt ist, daB sie sowohl mit einer Vorsortierung- als 
auch mit einer Nachsortierungsflussigkeitsumgebung der Zellen abgestimmt 
ist. 

102. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewunschter Zellen gemaB 
Anspruch 101, worin die chemisch abgestimmte Hullfliissigkeitsquelle eine 
Losung umfaBt, die etwa 2,9 % Natriumcitrat enthalt. 

103. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewunschter Zellen, umfas- 
send: 

a) eine Zellquelle, welche die vom FluBcytometer zu analysierenden Zellen 
liefert; 

. b) eine Hiillflussigkeitsquelle, welche eine Hullflussigkeitsumgebung fiir die 
Zellen schafft; 
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c) eine Duse, durch welche die Zellen passieren, wahrend sie sich in der Hull- 
fliissigkeitsumgebung befinden; 

d) einen Oszillator, welcher auf die Hullflussigkeit wirkt, wahrend sie durch 
die Duse tritt; 

e) ein Zellsensorsystem, welches auf die Zellen anspricht; 

f) ein Sortierungs-Unterscheidungssystem, welches so wirkt, daB es Zellen mit 
gewunschter Charakteristik aussortiert und 

g) einen Sammler, welcher ein Abfederungselement umfaBt. 

104. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewunschter Zellen gemaB 
Anspruch 103, worin der Sammler einen Behalter umfaBt, der ein Abfede- 
rungselement umfaBt. 

105. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewunschter Zellen gemaB 
Anspruch 104, worin der Behalter eine weite Sammelrohre umfaBt. 

106. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewunschter Zellen gemaB 
Anspruch 105, worin die weite Sammelrohre zumindest etwa 15 mm weit ist 

107. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewunschter Zellen gemaB 
Anspruch 10, worin der Behalter ein Testrohrchen mit den physikalischen 
Charakteristika eines stromangepaBten Behalters umfaBt. 

108. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewunschter Zellen gemaB 
Anspruch 104, worin die Zellquelle Zellen umfaBt, die mechanisch empflind- 
lich sind. 

109. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewunschter Zellen gemaB 
anspruch 104, worin die Zellquelle Spermazellen umfaBt. 

110. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewunschter Zellen gemaB 
Anspriichen 88, 90 oder 93, worin der Sammler ein Abfederungselement um- 
faBt. 

111. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewunschter Zellen gemaB 
anspruch 110, worin der Sammler einen Behalter umfaBt, der ein Abfede- 
rungselement umfaBt. 




OE 198 a 2 943 Tf 

112. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewilnschter Zellen gemaB 
Anspruch 111, worin der Behalter eine weite Sammelrohre umfaBt. 

113. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewiinschter Zellen gemaB 
Anspruch 1 12, worin die weite Sammelrohre mindestens etwa 15 mm weit ist. 

114. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewiinschter Zellen gemaB 
Anspruch 88, worin der Behalter ein Testrohrchen mit physikalischen Cha- 
rakteristika eine stromangepaBten Behalters umfaBt. 

115. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewiinschter Zellen gemaB 
Anspruch 112, worin die Zellquelle Zellen umfaBt, die mechanisch empfind- 
lich sind. 

116. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewiinschter Zellen gemaB 
Anspruch 1 1 5, worin die Zellquelle Spermazellen umfaBt. 

117. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewiinschter Zellen gemaB 
Anspruch 108, worin die Duse, der Oszillator, das Zellsensorsystem und das 
Sortierungs-Unterscheidungssystem Teil eines FluBcytometersystems sind und 
worin das FluBcytometersystem einen Hochgeschwindigkeitszellensortierer 
umfaBt. 

118. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewiinschter Zellen gemaB 
Anspruch 117, worin der Hochgeschwindigkeitsszellenortierer die zu analysie- 
renden Zellen mit einer Rate von zumindest etwa 500 Sortierungsschritten pro 
Sekunde sortier. 

119. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewunschter Zellen gemaB 
Anspruch 117, worin der Hochgeschwindigkeitszellensortierer bei einem 
Druck von zumindest etwa 50 pounds per square inch betrieben wird. 

120. Verbessertes FluBcytometersystem zur Isolation gewunschter Zellen, umfas- 
send: 

a) eine Zellquelle, welche die im FiuBcytometer zu analysierenden Zellen lie- 
fert; 



b) eine Hullflussigkeitsquelle, welche Hullfliissigkeitsumgebung fur die Zellen 
schafft; 
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c) eine Diise, durch welche die Zellen hindurchtreten, wahrend sie sich in der 
Huliflussigkeitsumgebung befinden; 

d) einen Oszillator, welcher auf die Hullfltissigkeit wirkt, wahrend sie durch 
die Diise hindurchtritt; 

e) ein Zellsensorsystem, welches auf die Zellen anspricht; 

f) ein Sortierungs-Unterscheidungssystem, welches so wirkt, daB die Zellen 
mit einer gewiinschten Charakteristik aussortiert werden und 

g) einen Sammler, welcher ein Mittel umfaBt, urn den Aufprall zwischen den 
Zellen und dem Sammler zu vermeiden. 

121. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit vorherbestimmbarem Ge- 
schlecht umfassend die Schritt: 

a) Sammeln von Spermazellen von einer mannlichen Spezies des Saugetiers; 

b) Bestimmen der Geschlechtscharakteristik einer Vielzahl dieser Spermazel- 
len; 

c) Sortieren dieser Spermazellen entsprechend der Bestimmung ihrer Ge- 
schlechtscharakteristik; 

d) Herstellen einer Befruchtungsprobe, die eine geringe Anzahl dieser Sper- 
mazellen im Vergleich zu der Dosierung bei der typischen kunstlichen Be- 
fruchtung enthalt. 

e) Einfiihrung von zumindest eines Teils der Befruchtungsprobe in eine weib- 
liche Spezies des Saugetiers. 

f) Befruchtung von zumindest einem Ei innerhaib der weiblichen Spezies des 
Saugetiers. 

g) Herstellen eines SaugetierabkSmmlings des gewiinschten Geschlechts. 

122. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit vorherbestimmtem Geschlecht 
gemafi Anspruch 121, worin der Schritt des Sammelns von Spermazellen von 
einer mannlichen Spezies des Saugetiers ausgewahlt aus der Gruppe von Rin- 
dern und Pferden umfaBt. 



or 
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123. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit vorherbestimmtem Geschlecht 
gemaB Anspruch 121, worin der Schritt des Herstellens einer Befruchtungs- 
probe, die eine geringe Anzahl Spermazeilen im Vergleich zu der Dosierung 
bei der typischen kiinstlichen Befruchtung enthalt, den Schritt des Herstellens 
einer Befhichtungsprobe mit nicht mehr als 10% der typischen Anzahl von 
Spermien, wie sie in einem typischen nicht geschlechtsspezifischen kiinstli- 
chen Befruchtungsereignis verwendet werden, umfaBt. 

124. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit vorherbestimmtem Geschlecht 
gemaB Anspruch 121, worin der Schritt des Herstellens einer Befhichtungs- 
probe, die eien geringe Anzahl der Spermazeilen im Vergleich zu der Dosie- 
rung bei der typischen kiinstlichen Befruchtung enthalt, de Schritt des Her- 
stellens einer Befhichtungsprobe aus der Gruppe bestehend aus einer Rinder- 
befruchtungsprobe mit nicht mehr als 100.000 Spermazeilen, einer Rinderbe- 
fruchtungsprobe mit nicht mehr als 250.000 Spermazeilen, eine Rinderbe- 
fruchtungsprobe mit nicht mehr als 300.000 Spermazeilen, einer Pferdebe- 
fruchtungsprobe mit nicht mehr als 1 Million Spermazeilen, einer Pferdebe- 
fruchtungsprobe mit nicht mehr als 5.000.000 Spermazeilen, einer Pferdebe- 
fruchtungsprobe mit nicht mehr als 10.000.000 Spermazeilen und einer Pfer- 
debefruchtungsprobe mit nicht mehr als 25,000.000 Spermazeilen ausgewShlt 
wird. 

125. Verfahren zur Herstellung von Saugetieren vorherbestimmtem Geschlechts 
gemaB Anspruch 121, worin die Schritte der Einfiihrung von zumindest eines 
Teils der Befruchtungsprobe in eine weibliche Spezies des Saugetiers und die 
Befruchtung von zumindest einem Ei innerhalb der weiblichen Spezies des 
Saugetiers in einer Feldumgebung durchgeflihrt wird. 

126. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit vorherbestimmtem Geschlecht 
gemaB 121, worin der Schritt Einfiihrung von zumindest eines teils der Be- 
fhichtungsprobe in eine weibliche Spezies des Saugetiers weiter den Schritt 
der Einfiihrung der Befruchtungsprobe innerhalb des Uterushorns mit Hilfe 
des Gebrauchs von Embryotransfergerat umfaBt. 

127. Verfahren zur Herstellung von Saugetieren mit vorherbestimmtem Geschlecht 
gemaB des Anspruchs 121, worin der Schritt der Bestimmung der Geschlecht- 
scharakteristik einer Vielzahl von Spermazeilen den Schritt des Anfarbens der 
Zellen mit einer hohen Konzentration an Anfarbemittel umfaBt. 
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128. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit vorherbestimmtem Geschlecht 
gemaJS Anspruch 121, worin die Schritte der Bestimmung der geschlechtscha- 
rakteristik einer Vielzahl der Spermazellen und des Sortierens dieser Sperma- 
zellen entsprechend der Bestimmung ihrer Geschlechtscharakteristik die 
Schritte umfassen: 

a. Herstellung einer Zellquelle, welche die zu sortierenden Zellen beliefert 

b. Chemisches Abstimmen einer Hullflussigkeit, um Hullflussigkeitsumge- 
bung fur die Zellen zu schaffen, welche sowohl mit einer Vorsortierung als 
auch einer Nachsortierungszellfliissigkeitsumgebung abgestimmt ist. 

c. Bestimmung einer Eigenschafl der Zellen 

d. Unterscheidung zwischen Zellen mit einer gewiinschten Geschlechtscha- 
rakteristik 

e. Sammeln von Zellen der gewiinschten Geschlechtscharakteristik 

129. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit einem gewiinschten Ge- 
schlecht, die Schritte Produktion dieses Saugetiers, der Gebrauch der Prozesse 
entsprechend eines der Anspriiche 18, 19, 20, 21, 22 oder 23, umfassend. 

130. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit gewiinschtem Geschlecht ge- 
maB Anspruch 124, umfassend den Schritt der Sortierung der Zellen bei hoher 
Geschwindigkeit. 

131. Verfahren zur Sortierung von Zellen umfassend die Schritte: 

a. Herstellung einer Zellquelle, welche die zu sortierenden Zellen liefert. 

b. Chemische Abstimmung einer Hullflussigkeit, um eine Hiillfliissigkeitsum- 
gebung fur diese Zellen zu schaffen, welche sowohl mit einer Vorsortie- 
rungs als auch mit einer Nachsortierungszellfliissigkeitsumgebung abge- 
stimmt ist. 

c. Bestimmung einer Eigenschaft der Zellen 

d. Unterscheidung zwischen Zellen mit gewiinschter Charakteristik 



e. Sammeln der Zellen mit der gewiinschten Charakteristik 




132. Verfahren zur Sortierung von Zellen gemaB Anspruch 131, weiter umfassend 
den Schritt der Minimierung der chemischen Anderungen, denen die Zellen 
ausgesetzt sind als Ergebnis der Aussetzung zu dieser Hiillfliissigkeit. 

133. Verfahren zur Sortierung von Zellen gemaB Anspruch 132, worin der Schritt 
des Herstellens einer Zellquelle den Schritt des Herstellens einer Quelle von 
nicht reparierenden Zellen umfaBt. 

134. Verfahren zur Herstellung zur Sortierung von Zellen gemaB Anspruch 123, 
worin der Schritt des Herstellens einer Zellquelle den Schritt des Herstellens 
einer Zellquelle von Spermazellen umfaBt. 

135. Verfahren zur Sortierung von Zellen gemaB Anspruch 132, worin der Schritt 
des Herstellens einer Zellquelle den Schritt des Herstellens einer Quelle von 
Rinderspermazellen umfaBt. 

136. Verfahren zur Sortierung von Zellen gemaB Anspruch 132, worin der Schritt 
des Herstellens einer Zellquelle den Schritt des Herstellens einer Quelle von 
PferdeSpermazellen umfaBt, 

137. Verfahren zur Sortierung von Zellen gemaB Anspruch 134 weiter umfassend 
den Schritt der BefrUchtung eines Saugetiers unter Gebrauch einer niedrigen 
Dosierung der Spermazellen. 

138. Verfahren zur Sortierung von Zellen gemaB Anspruch 135, worin der Schritt 
der chemischen Abstimmung einer Hullflussigkeit urn eine Hiillfliissigkeit- 
sumgebung der Zellen zu schaffen, welche mit sowohl einer Vorsortierungs 
als auch einer Nachsortierungsfliissigkeitsumgebung abgestimmt ist, den 
Schritt des Herstellens einer Hullflussigkeit umfaBt, welche etwa 2,9% Natri- 
umzytrat enthalt. 

139. Verfahren zur Sortierung von Zellen gemaB Anspruch 136, worin der Schritt 
der chemischen Abstimmung einer Hullflussigkeit zur Schaffung einer Hull- 
fltissigkeisumgebung fur diese Zellen, welche mit einer Vorsortierungs und 
einer Nachsortierungszellfltissigkeitsumgebung abgestimmt ist den Schritt um- 
faBt, des Herstellens einer Flussigkeit, welche ein Hepes-gepuffertes Medium 
umfaBt. 
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140. Verfahren zur Sortierung von Zellen gemaB Ansprilchen 121, 122 oder 134, 
weiter umfassend den Schritt zur Sortierung der Zellen bei hoher Geschwin- 
digkeit 

141. Verfahren zur Sortierung von Zellen gemaB Anspruch 140, worin der Schritt 
der Sortierung der Zellen bei hoher Geschwindigkeit den Schritt des Ausset- 
zens der Zellen zu einem Druck von mindestens 50 pounds per square inch 
umfaBt. 

142. Verfahren zur Sortierung von Zellen gemaB Anspruch 134, worin der Schritt 
des Sammelns von Zellen mit der Gewiinschten Charakteristik den Schritt des 
Abfederns der Zellen vom Aufprall mit einem Sammelbehalter umfaBt. 

143. Verfahren zur Sortierung von Zellen gemaB Anspruch 142, worin der Schritt 
des Abfederns der Zellen vom Aufprall mit einem Sammelbehalter weiter den 
Schritt der Bereitstellung einer weiten Offhung des Behalters umfaBt. 

144. Verfahren zur Sortierung von Zellen umfassend die Schritte: 

a. Erstellung einer Zellquelle, welche die zu sortierenden Zellen liefert 

b. Herstellung einer Hiillfliissigkeit urn eine Hullfliissigkeitsumgebung fiir 
diese Zellen zu schaffen 

c. Feststellung einer Eigenschaft der Zellen 

d. Unterscheidung zwischen Zellen mit einer gewiinschten Geschlechtscha- 
rakteristik 

e. Sammeln der Zellen mit der gewiinschten Geschlechtscharakteristik in einer 
Sammelflussigkeit und 

£ chemisches Abstimmen der Sammelflussigkeit um eine Endsammelfliissig- 
keitsumgebung fiir die Zellen zu schaffen, welche mit einer Vorsortierungs- 
fliissigkeitsumgebung abgestimmt ist. 

145. Verfahren zur Sortierung von Zellen gemaB Anspruch 144, worin der Schritt 
des Herstellens einer Zellquelle den Schritt der zur Verfugungstellung von ur- 
spriinglichen Nahrstoffen fiir die Zellen umfafit und weiter den Schritt der Be- 
reitstellung von Sammelfliissigkeitsnahrstoffen fiir die Zellen umfaBt und 
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worin der Schritt der Sammlung der Zellen mit der gewiinschten Charakteri- 
stik den Schritt des Ausgleichs der urspriinglichen Nahrstoffe und der Sam- 
melfliissigkeitsnahrstoffe nach der Beendigung des Schrittes der Sammlung 
der Zellen umfafit 

146. Verfahren zur Sortierung von Zellen gemaB Anspruch 145, worin der 
Schritt des Sammelns von Zellen mit einer gewiinschten Charakteristik 
in einer Sammelfllussigkeit den Schritt des Herstellens einer Zitrat- 
Sammelfliissigkeit umfaBt, die etwas 6% Eigelb vor dem Beginn des 
Sammelschrittes enthalt. 

147. Verfahren zur Sortierung von Zellen gemaB Anspruch 146, worin der Schritt 
des Herstellens einer Zellquelle den Schritt des Herstellens einer Zelle einer 
Quelle von Rinderspermazellen umfaBt. 

148. Verfahren zur Sortierung von Zellen gemaB Anspruch 144, weiter umfas- 
send den Schritt der Befruchtung eines Saugetiers unter Verwendung ei- 
ner niedrigen Dosierung der Spermazellen. 

149. Verfahren zur Sortierung von Zellen umfassend die Schritte: 

a) Herstellen einer Zellquelle, welche die zu sortierenden Zellen liefert; 

b) Herstellen einer Hullfltissigkeit, urn eine Hiillflussigkeitsumgebung 
fiir die Zellen herzustellen; 

c) Bestimmung einer Eigenschaft der Zellen 

d) Unterscheidung zwischen Zellen mit der gewiinschten Geschlecht- 
scharakteristik 

e) Sammeln der Zellen mit der gewiinschten Geschlechtscharakteristik 
umfassend den Schritt der Abfederung der Zellen vor dem Anprall mit 
einem Sammelbehaiter 



150. Verfahren zur Sortierung von Zellen gemaB Anspruch 149, worin der Schritt 
der Abfederung der Zellen vor dem Anprall mit einem Sammelbehalter den 
Schritt des Bereitsteiles einer weiten Offixung des Behalters umfaBt. 
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151. Verfahren zur Sortierung von Zellen gemaB Anspruch 150, worin der 
Schritt des Herstellens einer Zellquelle den Schritt des Herstellens einer 
Zellquelle von mechanisch empfindlichen Zellen umfaBt. 

152. Verfahren zur Sortierung von Zellen gemaB Anspruch 150, worin der 
Schritt des Herstellens einer Zellquelle den Schritt des Herstellens einer 
Zellquelle von Spermazellen umfaBt. 

153. Verfahren zur Sortierung von Zellen gemaB Anspruch 151, weiter umfassend 
den Schritt der Sortierung der Zellen in hoher Geschwindigkeit 

154. Verfahren zur Sortierung von Zellen gemaB Anspruch 153, worin der 
Schritt der Sortierung der Zellen bei hoher Geschwindigkeit im Schritt 
des Aussetzens dieser Zellen einem Druck von zumindest 50 
Pounds/square inch umfaBt. 

155. Verfahren zur Herstellung einer geschlechtsspezifischen Spermaprobe, 
umfassend den Schritt der Herstellung der Probe unter Verwendung eines 
Prozesses gemaB einer der Anspruche 131, 134, 137, 140, 149, 144, oder 
147. 

156. Verfahren zur Herstellung von geschlechtsspezifischen Spermaproben 
gemaB Anspruch 155, weiter umfassend den Schritt der Sortierung der 
Zellen bei hoher Geschwindigkeit. 

157. Verfahren zur Herstellung von geschlechtsspezifischen Spermaproben gemaB 
Anspruch 155, weiter umfassend den Schritt der Bereitstellung der ge- 
schlechtsspezifischen Spermaproben zur Befruchtung eines Saugetiers unter 
Verwendung einer niedrigen Dosierung der Spermazellen. 

158. Verfahren zur Herstellung von geschlechtsspezifischen Spermaproben 
gemaB Anspruch 156, weiter umfassend den Schritt der Bereitstellung 
der geschlechtsspezifischen Spermaprobe zur Befruchtung eines Sauge- 
tiers unter Verwendung einer niedrigen Dosierung der Spermazellen. 

159. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit gewunschtem Geschlecht 
umfassend den Schritt der Herstellung des Saugetiers unter Verwendung 
eines Prozessen gemaB einem der Anspruche 131, 134, 137, 140, 149, 
144 oder 147. 
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160. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers gemaB Anspruch 159, weiter 
umfassend den Schritt der Sortierung der Zelleh in hoher Geschwindig- 
keit. 

161. Verfahren zur Herstellung einer geschlechtsspezifischen Spermaprobe 
gemaB Anspruch 159, weiter umfassend den Schritt der Befruchtung ei- 
nes Saugetiers unter Verwendung einer niedrigen Dosierung der Sperma- 
zellen. 

162. Verfahren zur Herstellung von geschlechtsspezifischen Spermaproben 
gemaB Anspruch 160, weiter umfassend den Schritt der Befruchtung ei- 
nes Saugetiers unter Verwendung einer niedrigen Dosierung der Sperma- 
zellen. 

163. Verfahren zur Herstellung von geschlechtsspezifischen Mehrfach-Embryos 
von einem weiblichen Saugetier, umfassend: 

a) Hervorrufen von Superovulation in einem Saugetier, um zumindest 
zwei Eizellen zu schaffen, umfassend den Schritt des Gebrauchs eines 
Ovulationspharmazeutikums, um die Produktion von Mehrfach- 
Eizellen zu bewirken. 

b) Bestimmung des Geschlechts einer Spermazelle eines mannlichen Sauge- 
tiers; 

c) Sortierung entsprechend des Geschlechts der Spermazellen; 

d) Einfiihrung von zumindest eines Teils der sortieren Spermazellen in 
einen Uterus des weiblichen Saugetiers nach dem Beginn des Ostrus 
urid 

e) Befruchtung einer Vielzahl der Eizellen in den Uterus, um mehrfach 
geschlechtsspezifische Embryos herzustellen. 

164. Verfahren zur Herstellung von geschlechtsspezifischen Mehrfach- 
Embryos gemaB Anspruch 163, worin die Schaffung der Superovulation 
wahrend des Ostruszyklusses gefordert wird. 



165. Verfahren zur Herstellung von geschlechtsspezifischen Mehrfach- 
Embryos entsprechend Anspruch 164, worin der Schritt des Gebrauchs 
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eines Ovulationspharmazeutikums den Schritt der Einfuhrung des Ovu- 
lationspharmazeutikums in Halbtagesabstanden zwischen einem der Tage 
2 und 18 des Ostrus-Zyklusses umfafit. 

166. Verfahren zur Herstellung von geschlechtsspezifischen Mehrfach-Embryos 
gemafi Anspruch 165, worin der Schritt der Einfuhrung des Ovulationsphar- 
mazeutikums in Halbtagesabstanden das Injizieren von zumindest 7 Injektion 
umfaBt und weiter den Schritt der Einbringung eines Ostrus- 
Manipulationssystems zumindest bei etwas der 6. oder 7. Injektion umfaBt. 

167. Verfahren zur Herstellung von geschlechtsspezifischen Mehrfach- 
Embryos gemSB Anspruch 166, worin das Einftihren von zumindest ei- 
nem Teil der sortierten Spermazellen in den Uterus das Einftihren dieser 
Spermazellen in beide Uterushorne des Uterusses umfaBt. 

168. Verfahren zur Herstellung von geschlechtsspezifischen Mehrfach- 
Embryos gemafi Anspruch 167, worin das Einftihren in beide Uterushor- 
ner das Einftihren der Spermazelle etwas zwischen 20 und 24 Stunden 
nach dem Beginn des Ostrusses umfaBt. 

169. Verfahren zur Herstellung von geschlechtsspezifischen Mehrfach-Embryos 
gemafi Anspruch 163, worin der Schritt des Gebrauchs eines Ovulationsphar- 
mazeutikums zur Bewirkung der Produktion von Mehrfach-Eizellen den 
Schritt der Injektion einer Dosierung eines follikelstimulierenden Hormons 
mehrere Male am Tag umfaBt. 

170. Verfahren zur Herstellung von geschlechtsspezifischen Mehrfach-Embryos 
gemafi Anspruch 169, worin der Schritt der Herstellung von Superovulation 
im Saugetier, um zumindest zwei Eizellen zu schaffen, weiter den Schritt der 
Inkorporierung eines Cstrusmanipulationssystems umfassend den Schritt der 
Supplementierung der Dosierung des follikelstimulierenden Hormons mit 
Prostaglandin F2 alpha umfaBt. 

171. Verfahren zur Herstellung von geschlechtsspezifischen Mehrfach- 
Embryos gemafi Anspruch 170, worin die Injizierung der Dosierung ei- 
nes follikelstimulierenden Hormons mehrere Male am Tage die Injektion 
des follikelstimulierenden Hormons in etwas Halbtagesabstanden mit ei- 
nem Dosierungslevel von 6, 6, 4, 4, 2, 2, 2 und 2 mg zwischen den Tagen 
9 und 12 innerhalb des Ostruszyklusses umfaBt und worin die Dosierung 
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des follikelstimulierendend Hormons mit Prostaglandin F2 alpha Suple- 
mentierung den Schritt der Injektion von 25 bzw. 12,5 mg von 
Prostaglandin F2 alpha zusammen mit der sechsten bzw. siebten Dosie- 
rung des follikelstimulierenden Hormons umfaBt. 

172. Verfahren zur Herstellung von geschlechtsspezifischen Mehrfach-Embryos 
gemafi Anspruch 163, weiter umfassend die Schritte: 

a) Anfarben von Spermazellen eines mannlichen Saugetiers; 

b) Sortieren entsprechend des Geschlechts der Spermazellen unter Ge- 
brauch der HochgeschwindigkeitsfluBzytometrie; und 

c) Konzentration der aussortierten Spermazellen. 

173. Verfahren zur Herstellung von geschlechtsspezifischen Mehrfachem- 
bryos gemaB Anspruch 163, worin die Einfuhrung von zumindest einem 
Teil der sortierten Spermazellen den Gebrauch einer niedrigen Dosierung 
der Spermazellen umfafit. 

174. Verfahren zur Herstellung eines geschlechtsspezifischen Mehrfachembryos 
gemaB Anspruch 172, worin die Einfuhrung von zumindest eines Teils der 
sortierten Spermazellen den Gebrauch einer niedrigen Dosis der Spermazellen 
umfaBt. 

175. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit gewiinschtem Ge- 
schlecht, umfassend den Schritt der Herstellung des Saugetiers unter 
Verwendung des Prozesses wie in Anspruch 163 beschrieben. 

176. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit gewiinschtem Ge- 
schlecht, umfassend die Herstellung eines geschlechtsbestimmten Sper- 
mazellen-SSugetiers unter Verwendung der Prozesse von Anspruch 175 
und weiter umfassend die Sortierung dieser Zellen bei hoher Geschwin- 
digkeit. 

177. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit gewunschtem Geschlecht 
gemafl Anspruch 175, weiter umfassend die Befruchtung des weiblichen 
Saugetiers unter Verwendung einer niedrigen Dosierung der Spermazel- 
len. 
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178. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit gewunschtem Geschlecht ge- 
mafi Anspruch 175, weiter umfassend die chemische Abstimmung einer Htill- 
flussigkeit, um eine Htillflussigkeitsumgebung fiir die Zellen zu schaffen, die 
mit sowohl einer Vorsortierungs- als auch einer Nachsortierungs- 
Zellflttssigkeitsumgebung abgestimmt ist, umfassend das Herstellung einer 
Htillflusigkeit, welche etwas 2,9 % Natriumzitrat enthalt. 

179 Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit gewunschtem Geschlecht 
gemafi Anspruch 178, worin das chemische Abstimmen einer Hullflus- 
sigkeit um eine Htillflussigkeitsumgebung fur die Zellen zu schaffen, 
welche mit sowohl einer Vorsortierungs- als auch einer Nachsortierungs- 
Zellflussigkeitsumgebung abgestimmt ist, umfassend der Herstellung ei- 
. ner Htillflussigkeit, welche ein Hepes-gepuffertes Medium enthalt. 

180. Verfahren zur Herstellung eines Saugetiers mit gewunschtem Geschlecht 
gemafi Anspruch 179, weiter umfassend das Sammeln von Spermazellen 
dieses Geschlechts und Abfederung der Zellen vor dem Anprall mit ei- 
nem Sammelbehaiter. 

181. Verfahren zur Sortierung von Zellen, umfassend 

a) Herstellung einer Zellquelle, welches die zu sortierenden Zellen 

b) das chemische Koordinieren einer Hullflussigkeit, um eine Hiillflils- 
sigkeitsumgebung fiir die Zellen zu schaffen, welche mit sowohl einer 
Vorsortierungs- als auch einer Nachsortierungs-Zellflussigkeits- 
umgebung abgestimmt ist; 

c) Bestimmung einer Eigenschaft der Zellen; 

d) Unterscheidung zwischen Zellen mit der gewunschten Geschlecht- 
scharakteristik; und 

. e) Sammeln der Zellen mit der gewunschten Geschlechtscharakteristik. 

182. Verfahren zur Sortierung von Zellen wie in Anspruch 181 beschrieben, 
weiter umfassend das Sortieren der Zellen mit hoher Geschwindigkeit. 
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